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Persisters

* Un concept ancien, toujours d’actualité

* Joseph Bigger, 1944 : découvre que certains Staphylococcus aureus survivent a de fortes doses de
pénicilline

-> une sous-population échappe au traitement malgré une sensibilité apparente
* Hétérogene (une sous-population uniquement)

* Adaptation phénotypique (différent de la résistance)

PRESENCE OF PERSISTERS

The only hypothesis which seems to explain the
occurrence of a small number of survivors out of the
millions of cocci originally present is that these differ
from the ma,]orlty of their fellows in that they are
capable of surviving a concentration of penicillin which,
in the time of action allowed, kills the others.

Cocci with no greater resistance to penicillin than normal
but which happen to be, when exposed to it, in a phase
in which they are insusceptible to its action. Bigger

Lancet 1944



Souche sensible

* Souche sensible a un antibiotique

Définition : Une souche bactérienne est dite sensible a un Susceptible versus resistant bacterial strains
antlblothu.e Si Ce|UI.-CI est capable d |nh|per sa croissance a des T
concentrations atteignables dans I'organisme avec un traitement o M —
standard. W',

|Imic

Critere microbiologique : Concentration minimale inhibitrice (CMI)
basse, en dessous de la valeur seuil définie par I'EUCAST ou le CLSI.

Brauner
Nat Rev Microb 2016



Souche résistante

* Souche résistante a un antibiotique

Définition : Une souche est résistante si elle peut se multiplier
malgré la présence d’un antibiotique a des concentrations
habituellement efficaces.

Critere microbiologique : CMI élevée, au-dessus des seuils de
sensibilité.

Cette augmentation de la CMI est due a des mécanismes
génétiques stables, tels que la production d’enzymes inactivant
I'antibiotique (B-lactamases), la modification de la cible de
I'antibiotique (ex : PBP2a chez le SARM), ou encore l'activation de
pompes d’efflux.

Susceptible versus resistant bacterial strains
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Susceptible versus tolerant bacterial strains
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* Souche tolérante a un antibiotique 0 2 4 8 16 32 62 128
Définition : Contrairement a la résistance, une souche tolérante ne A Lejite
présente aucune augmentation de la CMI. Cependant, elle |
nécessite un temps plus long pour étre éradiquée. © Susceptible
Tolerant

Critere microbiologigue : Augmentation du Minimum Duration for
Killing (MDK), le temps minimal nécessaire pour tuer une fraction 10°
déterminée de la population bactérienne. La CMI reste inchangée.

Lol

MDKgo = durée nécessaire pour tuer 99 % des bactéries d’une

. 107!
population

Ll

Cela résulte souvent d’un ralentissement du métabolisme Susceptible

Fraction of survivors

bactérien ou d’un passage a un état stationnaire, limitant 'effet 1022 | |
des antibiotiques qui ciblent des processus actifs (comme la | |
division cellulaire). o ] | ] |
0 7 4 6 8
MDK MDK

Brauner
Nat Rev Microb 2016 Time (hours)



Souche persistante (persister)

* Souche persistante (persister)

Définition : La persistance est une forme hétérogene de tolérance,
ou une sous-population bactérienne survit a un traitement
antibiotique prolongé. Une fois I'antibiotique retiré, ces persisters
redonnent une population sensible.

Critere microbiologigue : Courbe de mortalité biphasique : |a
majorité des bactéries sont tuées rapidement, mais une fraction
survit beaucoup plus longtemps.

La population persister est non-héritée : apres repiquage, la
sensibilité initiale est restaurée.

C’est une adaptation phénotypique sans modifications génétiques.

Brauner
Nat Rev Microb 2016

Susceptible versus persistent bacterial strains
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Quatre profils bactériens : a ne pas confondre

cmi Basse Elevée Basse Basse

MDK (temps de : , Tres augmenté
( . - Normal Non pertinent Augmente : .
survie) (sous-population)

. . : e Peut étre génétique "

Transmission Non applicable Génétique . & 4 Non génétique
ou environnemental
Population

. Toute Toute Toute Sous-population
concernée



Persistance spontanée

Définition : La persistance spontanée correspond a
I'apparition aléatoire de persisters au sein d’'une
population bactérienne en croissance exponentielle, sans  Spontaneous persistence

qu’aucun signal extérieur ne soit nécessaire. ﬁ%ﬂ§

Mécanisme : L'apparition de persisters spontanée est P
souvent due a une régulation stochastique (aléatoire) de % @
I’expression des toxines-antitoxines ou a des fluctuations

métaboliques entrainant une entrée en dormance. Exponential

/—v Persister

En pratique : Lorsqu’une culture en croissance
exponentielle est directement exposée a un antibiotique

bactéricide (comme une B-lactamine ou une *
fluoroquinolone), une fraction tres faible (=107 a 107%)
4 . . . B
des bactéries survit sous forme de persisters. Brauner o

Variation aléatoire du métabolisme



Persistance induite

Définition : La persistance induite est déclenchée par un
facteur de stress environnemental.

Mécanismes :

- Privation de nutriments (ex. carence en acides aminés,
carbone ou fer).

- Stress acide ou oxydatif (ex. conditions dans le
phagosome des macrophages).

- Signal de quorum sensing (ex. biofilms bactériens avec
forte densité bactérienne).

- Réponse aux antibiotiques eux-mémes (certains
antibiotiques peuvent déclencher un stress et induire
des persisters).

En pratique : Le milieu extérieur (conditions locales chez
I’"h6te) peut contribuer a la survenue de persisters.

Triggered persistence

Starvation, cell number,
acid stress, immune
factors, drugs, etc.

Trigger

Nﬂ A mﬂ N\ s

Normal bacterla

Brauner
Nat Rev Microb 2016



Pourquoi les persisters survivent ?

Métabolisme ralenti : Certaines bactéries ralentissent leur synthese
protéique et diminuent leur production d’ATP, réduisant ainsi la
sensibilité aux antibiotiques.

Systémes toxine-antitoxine : Certains opérons bactériens produisent
des toxines intracellulaires qui inhibent la croissance et maintiennent
I’état dormant des persisters. Plusieurs cibles: transcription,
réplication ADN...

Réponse au stress via (p)ppGpp : Le stress oxydatif, la carence en
nutriments ou les sighaux environnementaux peuvent induire un état
persistant via des régulateurs tels que (p)ppGpp (guanosine
tétraphosphate/pentaphosphate), qui modulent la réponse au stress
et I'entrée en dormance. C’est la réponse stringente (stringent
response), fréquemment retrouvée dans les biofilms.

Inhibition of
cellular functions
| Transcription
Translation ﬂ

PonA replication 4
| Energy production a

Huemer
EMBO Reports 2020



Comment les persisters reviennent-ils a la vie ?

* Reprise du métabolisme : disponibilité des

nutriments clefs l
. . . . . . Internal factors External factors

* Systémes toxine-antitoxine : neutralisation des

. . \ . . . OH
toxines produites par le systeme toxine-antitoxine: y Coniditional o0 Glucoseasa
soit par I'anti-toxine, ou peuvent étre clivées par \ cooperativity HO\/O\H carbon source
des enzymes, ou modifications post- ’_//'"j;"‘_// Y/ OH —
traductionnelles. environmental

stress
* Réponse au stress : diminution des stress S Detoxibcation .

. . . o T % J oftargets Change in host

environnementaux (réponse immunitaire affaiblie, v environment

diminution de la concentration en antibiotiques)

Fisher
Nat Rev Microb 2017



Cas particulier des bactéries « high-persister mutant »

* Mutation dans hipA chez Escherichia coli : . , .
+ Ampicilline + Ciprofloxacine

phénotype hyperpersister (/11000x) en
augmentant I'activité de HipA 4 ~-WT = hipA7 = hipAP86L

* Module toxine-antitoxine HipA/HipB :
Toxine HipA : blocage synthese protéique
(induit état de dormance)

Antitoxine HipB : régulateur

log (% survival)

* Rare mais présent en clinique (ex. IU a E. coli) T
Time (h) Time (h)
I Cas particulier. en regle générale la Mutants de hipA : souches cliniques de E.
L -asp ) » €N TEETC B coli isolées d’infection urinaires (phénotype
persistance n’est pas génétique +++ high-persister)
Schumacher

Nature 2015



Infection persistante # Persisters

Persistent infection Antibiotic persistence
=
o o
3 3
= B Delayed clearance by host - =
Jo B . o 8 T
0> o \ > & Antibiotic-tolerant
R\ © . B\ 5 subpopulation of bacteria
2 2 =
Acute \‘
infection
Time Time
Balaban
Nat Rev Microb 2019
Infection qui persiste malgré le traitement et Souche bactérienne produisant une
le systéme immunitaire proportion élevée de persisters
Ex: Infection sur biofilm, infection Ex: Pseudomonas aeruginosa dans la
intracellulaire, site d’infection difficile d’acces mucoviscidose

pour les antibiotiques



Persisters: pourquoi c’est important ?

Mise en évidence difficile des persisters

Facile de mettre en évidence la résistance (CMI)
Mais pas de test en routine pour la persistance
-> rechutes sans résistance détectable

Role de I'environnement : le biofilm peut étre un responsable
d’un échec thérapeutique par lui-méme, mais aussi favoriser
I’émergence de persisters.

-> biofilm = sanctuaire a persisters

Persistance = tremplin vers la résistance ? les persisters
survivant a une antibiothérapie prolongée peuvent finir par
développer des mutations et évoluer vers une souche résistante
aux antibiotiques

-> favorise émergence de mutants résistants




Microenvironement infectieux : influe
réponse bactérienne aux antibiotiques +++

Antibiogramme : conditions standardisées,
bactéries en phase de croissance
exponentielle. Surtout adapté pour les
infections aigués.

Prise en compte des conditions locales de
I'infection (pH, hypoxie, substrats limitants) a
développer en recherche pour les infections
chroniques ?

Paralléle avec le microenvironnement
tumoral avec des modeles 3D (organoides)
développés pour tester I'efficacité des
chimiothérapies

Microenvironement infectieux : un facteur clé

) Antibiogramme (in vitro) i Infection réelle (in vivo)

Bactéries en croissance rapide
(phase exponentielle)

Milieu nutritif optimal, pH
neutre, oxygene disponible

Antibiotiques testés dans des
conditions standardisées

Pas de biofilm

Pas de pression immunitaire

Evaluation individuelle de
chaque antibiotique

Bactéries parfois dormantes
ou en phase stationnaire

pH acide, hypoxie, carence en
nutriments

Conditions locales variables
(site infectieux, hote)

Présence fréquente de biofilms

Influence du systéeme
immunitaire

Synergies ou antagonismes en
situation réelle

Bjarnsholt
Lancet 2022



Staphylococcus aureus et persisters

¢ ©

Echantillons : 132 prélevements de patients

: : : e n wash lyse
atteints d’infections difficiles a traiter
(bactériémies, infections ostéo-articulaires, bacterial population
infections cardiovasculaires). derived from exponentially
Suivi de la croissance des colonies par imagerie en patiens ki
time-lapse.

subculture

Les persisters sont métaboliqguement dormants — U
ou tres ralentis, ce qui entraine un retard - N\
important dans la reprise de croissance apres s— -
élimination du stress antibiotique. \
En ensemencant directement les bactéries issues
des prélevements patients sur un milieu riche, on ) @
s’attend a ce que les bactéries "classiques" § clinical
forment des colonies rapidement, tandis que les factors

persisters mettront plus de temps a former des
colonies visibles.

Bdr
Clin Microb Inf 2022



Staphylococcus aureus et persisters
o0, C1280 CI1379  CI1502  Cl1564

[ Samples: 132 |
No: 37 Growth? Yes: 95 52000_
->|True: 27| Polymicrobial: 39 [« S
>/False: 10| Not S. aureus: 20 |« 8 10001
& .
S. aureus: 36 [« 0

Colonies issues des prélévements patients : Time [h]
croissance retardée, hétérogénéité phénotypique.
. , . (| $- G- | @
Colonies issues d’une culture exponentielle
(contrdle) : croissance homogéne, sans retard g I | $
significatif. 0 30 600 30 600 30 600 30 60
Observed appearance time [h]
® Exponential ® Patient

Bdr
Clin Microb Inf 2022



Staphylococcus aureus et persisters

Appearance time

Bdr
Clin Microb Inf 2022



Univariable Multivariable

I Univariable M Multivariable

Variable Value Summary p-value p-value
Sex Female 10 (27.8%) 0.98 0.77 p——
Age (per 10y) Median (IQR) 63.0 (37.0-74.0) 0.56 0.46 =
Immunosuppressed Yes 10 (27.8%) 0.92 N
Category 0.044 0.52
Reference PJI 9 (25.0%)

compared to CVI 15 (41.7%) S e ——

compared to Other 12 (33.3%) pe— e ——
Relapse Yes 9 (25.0%) 0.28 G
Bacteremia Yes 17 (47.2%) 0.68 C
Abscess yes 21 (58.3%) 0.35 E
Implant Yes 17 (47.2%) 0.11 T
Betalactam Yes 26 (72.2%) 0.12 T
GEN Yes 11 (30.6%) 0.005 0.95 S N—
VAN Yes 8 (22.2%) 0.070 .
DAP Yes 4 (11.1%) 0.025 0.72 S I —
RIF Yes 4 (11.1%) <0.001 <0.001 ———— —
Other antibiotics Yes 8 (22.2%) 0.22 T Bi

T T T T T 1 dar

-10

-5 0 5 10 15 20

Effect estimate on median growth delay [h]

Clin Microb Inf 2022

Rifampicine: facteur le plus fortement associé a une augmentation du retard de croissance
médian (+13,3 h; 1C95% : 7,13-19,6 h ; p < 0,001).



Modele statique de biofilm cultivé in vitro dans des microplagues de 96 puits

Static stationary

Replace supernatant A
with fresh medium

or

fresh medium + ABX

- B >
M eeg
24 h v 24 h
incubation

{ '‘©>— incubation
Cos

Bl

"

T
P "]
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Resuspend the
entire static

B2

wash
ABX

Quantification of

-growth delay

<>

AND

-proportion of RIF
resistant mutants

+
-killing (40x FLX) and
regrowth kinetics
(persister assay)

Bér
Clin Microb Inf 2022
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100x CLH
0.1+ 3.7 h,n= ns
10x CLH
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Rifampicine réduit fortement la charge bactérienne du biofilm

Les bactéries survivantes présentaient un retard de croissance significatif, suggérant un état de

dormance.



Persisters : options thérapeutiques ?

Réveiller les persisters

- Sucres (glucose, fructose, mannitol),
substrats métaboliques (succinate,
fumarate) : efficace in vitro sur P.
aeruginosa mais difficile a utiliser in vivo...

Tuer les persisters

- les antibiotiques de la classe des
acyldepsipeptides, comme ADEP4.
Spectre Gram +.

ADEP: active une protéase bactérienne
(ClpP), entrainant une dégradation
incontrblée des protéines essentielles a la
survie bactérienne

Résultats prometteurs chez la souris
neutropénique, mais pas de données chez
I’/homme. Toxicité mitochondrie?

Ciprofloxacine + ADEP4 tuent les persisters

8 Second
= antibiotic

7] - added —o— Ciprofloxacin
Bo B
5 5 ' —— Ciprofloxacin
«;: 4 B then rifampicin
§ 3 Ciprofloxacin
S ) then ADEP4

1 r

0 2 4 6 24 48
Time (h)

ADEP4 + rifampicine sur biofilm de S. aureus
?.

Log (c.f.u. ml™)

41 HDay 1
34 mDay 3
2.
*
1
{‘\\,\0\ NG é\b & @Q (8& &
00 +'b- ((\Q . & ,§° O+ ?9 {(\Q
O 4@ & & & & @
<« W F g *
o > Conlon
& Nature 2013
¥

Pas de nouvelle molécule qui pourrait étre utilisée spécifiquement dans un avenir proche



Persisters : options thérapeutiques ?

Antibiotiques agissant sur la membrane

Daptomycine : efficace sur S. aureus en phase
stationnaire de croissance
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Mascio
AAC 2017

CFU(Log4o/ml)

Colistine : efficace sur Escherichia coli en
phase stationnaire de croissance

No drug
Col-10
Amp

Ofl

Gen
Amp-Col
Ofl-Col
Gen-Col

Ll L) L) 1

20 40 60 80
Time (hour)

Cui
AAC 2016

Données expérimentales sur des bactéries en phase stationnaire



Persisters : options thérapeutiques ?

Minocycline et eravacycline seraient efficaces sur les
persisters d’Escherichia coli (souche hyperpersister hipA7)

Activité réduite des pompes efflux chez les persisters
-> accumulation de minocycline en intracellulaire

La minocycline devient active quand la bactérie se « réveille »

F Removal of minocycline G Rem::;al of minocycline
3.00 7 100
Treated Recovery - Control | 4= = Treated Recovery -e-Control
=Treaed| © E -=-Treated
2.50 4 c “'o--,) 80
o=
-—
g g 60
55 %3 40 4
o >
S S
Q 20 4
(&I =
0.00 +4 t T T T T EE 0 8 —9—0 o &
0 60 120 180 240 300 360 0 60 120 180 240 300
Time (min) Time (min)

Données expérimentales sur des bactéries « persister » (sélection par ampicilline)
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0
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0

I
50

Concentration of minocycline (ug/mL)

m Normal = Persister

hw

10pg/mL  30pg/mL  100pg/mL
Treatment concentration

Roy
PloS Pathogens 2021



Persisters : ce qu’il faut retenir

* Invisible au labo, redoutable en clinique
Pas de diagnostic standard, mais role suspecté dans les échecs thérapeutiques
Fréguemment impliqués dans les infections chroniques et biofilms
* Mécanisme phénotypique, pas génétique
Forme hétérogene de tolérance, non héritée
Dormance métabolique, adaptation au stress, souvent transitoire
* Eten pratique ?
Prolonger I'antibiothérapie
Utiliser des molécules efficaces en phase stationnaire ? (daptomycine, colistine)
Cibler le biofilm ? (rifampicine)
Réle des cyclines ? (minocycline, eravacycline)

Et surtout : maitriser le foyer infectieux !



	Diapositive 1
	Diapositive 2
	Diapositive 3
	Diapositive 4
	Diapositive 5
	Diapositive 6
	Diapositive 7
	Diapositive 8
	Diapositive 9
	Diapositive 10
	Diapositive 11
	Diapositive 12
	Diapositive 13
	Diapositive 14
	Diapositive 15
	Diapositive 16
	Diapositive 17
	Diapositive 18
	Diapositive 19
	Diapositive 20
	Diapositive 21
	Diapositive 22
	Diapositive 23
	Diapositive 24
	Diapositive 25

