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1. REPONSE DES PROCARYOTES A L'ACIDE
1.1. Adaptation et acido-tolérance

De nombreuses bactéries rencontrent un environrteaoite. L'acidité peut nuire a la cellule en
diminuant le pH interne, un paramétre déterminantrge métabolisme cellulaire, qui affecte la
croissance de la cellule. Lors du passage damadtu$ gastro-intestinal, les bactéries pathogénes
dentaires et gastriques ainsi que les bactéridsqgirgues doivent faire face aux fluides gastriques
tres acides de l'estomac (Van de Guehta., 2002). Un pH de 1,5 est atteint a jeun et augenent
entre 3 et 5 au cours de l'alimentation (Cotteétikt 2003).

De trés nombreuses études ont été effectuées stgistance des bactéries a l'acide. Il a été @ontr
gue la résistance a I'acidité chez les procarydgsend de différents parametmsnme la phase

de croissance, le milieu de culture, le pH de culte ou encore I'état planctonique, sporulé ou
adhéré des cellulesLa survie au stress acide a été étudiée en detaidles bactéries prélevées a
différents stades de la croissance. CRezoli, Lactobacillus acidophilus, Lactococcus lactis et
Listeria monocytogenes, les cellules prélevées en phase stationnaire gostrésistantes au stress
2003 ; Daviset al., 1996 ; Alemayehwt al., 2000 ; Lorca et Valdez, 2001). L'entrée en phase
stationnaire peut induire des mécanismes qui péenteta résistance au stress acide. Cette
résistance est appelée "Acid Tolerance ResponseER)Aaturelle, et son induction varie selon les

organismes.
» Acido-tolérance

Une exposition préalable a un pH acide ou une @ldubas pH peut influer sur la résistance au
stress acide. En effet, il a été montré chemonocytogenes que des cellules cultivées a pH 7,0 et
pré-adaptées a un pH acide 5,5 sont plus résistant@e exposition a pH 3,5 que des cellules non
pré-adaptées (O'Driscobt al., 1996). ChezStreptococcus mutans et Enterococcus hirae, des
cellules en culture continue a un pH acide de Btef# mieux a un stress acide a pH 2,5 que des
cellules cultivées a pH 7 (Belli et Marquis, 19910:Driscoll et al., 1996). Ce phénoméne
d'adaptation de la cellule pré-exposée ou cultavém pH acide non létal puis soumise a un choc
acide, est appelé ATR dépendante du pH. En plusediaeilleure résistance a l'acidité, la pré-
exposition a un pH acide non létal confére aussicallules une capacité a survivre a d’autres types
de stress (protection croisée). En effet, des msdtdelisteria monocytogenes et deLactobacillus
delbrueckii dans les quelles 'ATR a été induite ont montré umalleure résistance a un stress

thermique ou a I'éthanol par rapport a des cultnogsadaptées (O'Driscai al., 1996, Casadet
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al., 2001). ChezSalmonella typhimurium, 'ATR peut également protéger les cellules contre
I'exposition a la chaleur et aux sels NaCl et KGregenacre et Brocklehurst, 2006). L'acido-
tolérance peut entre autres étre affectée parreifté facteurs. Ainsi, I'ATR de cellules de

monocytogenes est dépendante de la température de pré-adapéapdh5,5 (Koutsoumanigt al.,

2003). Dans cette étude, la résistance au choe a@cjpH 3,5 est 2 fois plus importante pour les
cellules pré-incubées a pH 5,5 et 30°C que lesilesllpré-incubées a pH 5,5 et 4°C. De méme,
'ajout de 10,5 % de NaCl dans le milieu de prépadton des cellules a pH 5,5 augmente la

résistance des cellules soumises a pH 3,5 par magyno cellules pré-adaptées en absence de NaCl.

L'état des cellules planctoniques ou adhéréeseinfle aussi la résistance face a un stress acide. Pa
exemple, des cellules de monocytogenes adhérentes a l'inox survivent mieux a l'acide ajei
ajouté dans le milieu que les cellules planctorsg(@h et Marshall, 1996). De plus, les cellules
survivent d’autant mieux que la culture vieillith€z Streptococcus mutans, il a été montré que la
formation de biofilms semblait protéger les cekuMvantes qui se trouvent dans les couches
profondes du biofilm de l'acidité exogene, card&x des protons a ces cellules serait limité par
I'amas de cellules qui les recouvre (Svensstar., 2001). Chez cette bactérie, il a aussi été mis e
évidence que la densité cellulaire peut affectaéfastance des cellules a I'acidité. En effet, des
cellules planctoniques a forte densité résistegifstativement mieux a un stress acide que des
cellules a faible concentration (&fi al., 2001). Ceci suggere que les systemes de comntionicke

cellule a cellule, regroupés sous l'appellation égéue "Quorum sensing”, pourraient étre
impliqués (Wen et Burne, 2004).

1.2. Mécanismes de résistance

L'acidité provoque de nombreux dommages a la eellant au niveau physiologique que
moléculaire (dénaturation de protéines, de I'ADNn stress acide altéere la membrane, cette
derniére devenant plus perméable aux protons.reemte protons dans la cellule diminue alors le
pH interne (pHi). Cette diminution du pHi affectdeamétabolisme en inactivant ou en dénaturant
des protéines, et 'ADN par perte de purines etpgemidines (Cotter et Hill, 2003). Les
microorganismes emploient divers mécanismes etégies pour se protéger de [I'hostilité
gu’impose un environnement a bas pidadification de I'architecture et de la compositionde la
membrane, changement de métabolisme et productiorednolécules alcalines, homéostasie du

pH interne et production de protéines chaperonnepar exemple

)



1.2.1. Modification de la membrane

La membrane cellulaire des bactéries est la prensigucture cellulaire en contact avec I'extérieur.
Elle est donc la premiére a étre affectée par texliions environnementales néfastes pouvant
impliquer I'acidité du milieu. La fluidité de la m&rane est importante pour les cellules car elle
peut affecter les fonctions membranaires commerdastions biochimiques, les systémes de
transport et la sécrétion de protéines. Les basté@nt développé des stratégies d’adaptation leur
permettant de prévenir ces problemes. Elles madife composition de leur membrane afin de
diminuer sa fluidité et sa perméabilité aux proto@ies modifications se font principalement au
niveau des acides gras. Généralement, la quantaéides gras saturés augmente et la longueur des
chaines diminue, ce qui réduit la fluiditt membrenaomme c'est le cas chéz coli ou
Salmonella typhimurium (Yuk et Marshall, 2004 ; Kwomt al., 2000). Cependant, chez certaines
bactéries orales telles qureptococcus mutans, Streptococcus gordonii, Lactobacillus casel et
Streptococcus macedonicus, la membrane des cellules adaptées est enrichéeidas gras mono-
insaturés et la longueur de leur chaine est augmagar rapport a celles des cellules non adaptées
(Papadimitriouet al., 2007 ; Fozat al., 2004 ; Fozo et Quivey, 2004), suggérant undification

de la membrane. Actuellement, la maniere dont cttiégie d’adaptation de la membrane aux bas
pH permet aux cellules de mieux résister au staesde n'est pas bien connue (Fozo et Quivey,
2004).

Toujours chezE. coli, le contenu de la membrane en acides gras a cygpape (CFA,
“cyclopropane fatty acid") joue également un rdtgaertant dans la diminution de la perméabilité
aux protons au cours d'un stress acide. La formateoCFA est une modification post-synthétique
des membranes lipidiques qui a lieu au cours deatesition de la phase exponentielle a la phase
stationnaire (Merrell et Camilli, 2002). Les CFAnsdormés par la CFA synthase, codée par le
genecfa lui-méme régulé par le facteur sigma RpoS. Diffeesrétudes montrent qu'en absence du
genecfa, les cellules sont plus sensibles a pH 3 (Babthl., 2002). La conversion d'acides gras
insaturés CFA diminue la perméabilité aux protonsomtribue ainsi a augmenter la résistance a
l'acide (Richard et Foster, 2003). Ce mécanismenii@nt dans les trois systemes de résistance a

I'acide mis en place en phase stationnaire quidarits plus loin (AR1, AR2 et AR3).
1.2.2. Production de composés alcalins

Certaines bactéries produisent des molécules aedesonditions de croissance alcaline ou des

molécules alcalines en conditions de croissanaeatlans cette derniére situation, de nombreuses
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bactéries produisent des molécules alcalines ets ppécifiguement de ['ammoniaque.
L'ammoniaque est générée par 2 voies, la voieudesake et la voie de l'arginine déiminase (Cotter
et Hill, 2003 ; Van de Guch# al., 2002). Ces deux systemes protégent les cellolasecl'acidité

de I'environnement par I'augmentation du pH ext@ohke) grace a la production d’'ammoniaque.

La voie de l'uréase résulte de I'hydrolyse de Buen deux molécules d'ammoniaque et une
molécule de dioxyde de carbone. Elle participeiansmaintien de la force protomotrice a travers
la membrane interne de la bactérie. C8ezalivarius, la production d'uréase augmente au cours de
la croissance alors que le pH de la culture dimi(@etter et Hill, 2003). Cette enzyme a une
activité maximale pour un pH de l'ordre de 5,8. &antre, elle diminue lorsque le pH augmente,
mais aussi lorsque le pH est extrémement acidst @ba&ctivée a pH 4,3. Son expression réprimée a
pH 7,0 est induite a pH 5,5. Chez cette bactériecdse est codée par I'opérarel ABCEFGD
(Chenet al., 1998)

L’arginine déiminase est un autre systéme connu ipbervenir dans la résistance au stress acide. Il
a également été identifié chez une grande variétbagdtéeries, comme les bactéries lactiques, les
mycoplasmes, les halobactéri®seudomonas sp., ou encor®acillus spp. (Van de Guchtet al.,
2002 ; Cotter et Hill, 2003). Ce systeme d’arginifé&minase est composé de trois enzymes et d'un
transporteur : I'arginine déiminase (ADI), I'ormith carbamyl transférase, la carbamate kinase et un
antiport arginine/ornithine codés respectivememtl@s génesrcA, arcB, arcC et arcD (Cotter et

Hill, 2003 ; Budin-Verneuikt al., 2006).

1.2.3. Homéostasie du pH interne

Le pH interne (pHi) est un facteur important depleysiologie bactérienne pour lequel la cellule
exerce une régulation pointue. Il n’existe pas waeur de pHi physiologigue commune a tous les
micro-organismes. Ainsi, les organismes acidophdas un pHi compris entre 6,5 et 7,0, les
neutrophiles ont un pHi compris entre 7,5 et 8,@etalcalophiles ont un pHi compris entre 8,4 et
9,0 (Booth, 1985). Les organismes fermentairesuoet gamme de pHi plus importante que celle
des organismes non fermentaires, pour laquelleoiasance peut s’effectuer. La régulation du pHi
implique un contréle accru de la perméabilité meanhire envers les protons, qui peut s’effectuer
via les transporteurs d’ions qui facilitent I'erérées protons. De maniére générale, des études de
croissance ont permis de montrer que le pHi diminaaec le pH de culture. Par exemple,
Streptococcus bovis est capable de croitre dans des milieux ou le pidres (pHe) est compris

entre 6,7 et 4,5, son pHi diminuant respectiverdent,8 a 5,6 (Russell, 1991). Avec un pH externe
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de 2,5, le pH interne &. coli diminue de 7,5 a 4,5 (Foster, 2004). Ces étudestremanque
certaines bactéries sont capables de croitre avetlcytoplasmique relativement bas. Lorsque le
pHe diminue de 7,0 a 5,0, le pHi Histeria innocua ne varie que de 8,0 a 7,1 (Siegumfeidal.,
2000), ce qui montre que la régulation du pHi déféntre les bactéries.

1.2.3.1. Perturbation du pHi

Le pHi est perturbé par deux principaux facteuesmiouvement passif des protons a travers la
membrane cytoplasmique et la production d’acidedeehbases dans le cytoplasme. Ainsi chez les
bactéries fermentaires, I'accumulation des proddis fermentation dans le cytoplasme peut
engendrer une diminution du pHi malgré une expulstontinue des protons (Russell, 1992 ;

Russell et Diez-Gonzalez, 1998).

Les acides organiques présents dans le milieu d®reupeuvent aussi étre néfastes pour
’lhoméostasie du pHi surtout lorsque celui-ci agtésieur au pHe. Les bactéries qui laissent leur
pHi diminuer, permettant de conserver un faibfgH (pHi — pHe), seraient plus résistantes aux
acides que les bactéries qui maintiennent leur pelitre. C'est le cas pouractobacillus
delbrueckii, L. lactis et Sreptococcus thermophilus qui lorsqu'elles sont soumises a une baisse de
pHe, leur pHi diminue tout en restant légeremepeseur au pHe (Siegumfeldt al., 2000). Les
acides organiques non dissociés passent libremieawvers la membrane dont la bicouche lipidique
est perméable ce qui limite leur accumulation dareellule. Chez les bactéries qui conservent un
pHi plus élevé, les acides organiques, une fois daytoplasme plus alcalin, se dissocient et vont
s'accumuler dans la cellule, stoppant la croissalecda bactérie (Mercadet al., 2000). Leur
dissociation dépend de leuK@, généralement inférieur a 5.0. L’accumulation cgs acides
organiques sous forme anionique, dépend du gradeepH a travers la membrangpH, Russell,
1991).

1.2.3.2. Régulation du pHi

Afin de maintenir le pH interne a une valeur comast l'intégrité physiologique de la cellule, outre
la capacité tampon du cytoplasme, les bactériesépeat de nombreuses stratégies permettant de
contrbler le flux de protons comme le transporifaid® protons a travers la membrane (F1FO-

ATPase) et les systemes de décarboxylation (glutagecarboxylase, par exemple). Les pompes a
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proton permettent I'extrusion de protons du cytsmpla vers le milieu extérieur, générant ainsi un
gradient de protons électrochimique trans-membranaappelée force protomotrice (fpm)
indispensable a la production d'énergie. Les sysdene décarboxylation sont constitués d'une ou
plusieurs enzymes décarboxylase, qui convertideanisubstrat en un dérivé aminé et en CO2 (ou
en bicarbonate) et d'un antiport qui échange kaardiné contre le dérivé aminé qui est son produit
de décarboxylation. La décarboxylation de la lysifeginine et du glutamate prédominent dans
l'acido-tolérance (Bootkt al., 2002).

ChezE. cadli, il a été montré gu'au cours de la phase statimreu moins trois systemes distincts
de résistance a l'acide sont déclenchés sousdfités conditions (Richard et Foster, 2003). Le
premier systeme (AR1, "Acid resistance") est inquat l'acide et réprimé par le glucose. Les
composants de ce systeme ainsi que ses meécanismies €e jour inconnus. Les deux autres
systemes sont des systemes de décarboxylatiomteintervenir deux acides aminés (glutamate,
AR2 et arginine, AR3).

Le systeme de résistance a l'acide AR1 est unmgst&ydatif qui se met en place au cours de la
phase stationnaire de croissance. Ce systémedest par I'acide et est réprimé par le glucose. Il
requiert le facteur sigma alternatif RpoS pour étprimé. Sur un milieu dépourvu de glucose, ce
systeme permet aux cellules cultivées a pH 5,5uwleivse a un pH de 2,5. Les facteurs clés
intervenant dans la régulation de ce systeme camprg le facteur sigmas (RpoS), I'AMP
cycligue (AMPc) et les protéines réceptrices deMx (CRP). Une mutation dans un gene
correspondant bloque l'action du systeme AR1. Cigodn les mécanismes précis de cette
protection AR1 ne sont pas encore parfaitement u®ii@astanie- Cornet al., 1999 ; Richard et
Foster, 2003).

1.2.4. Protection et réparation des protéines et d&ADN

En situation de stress, les protéines peuvent sdég modifications, des changements de
conformation allant jusqu'a la dénaturation, quntveignificativement affecter leur activité. Les
protéines dénaturées sont prises en charge parolésnes chaperonnes dont les plus connues sont
DnaK, DnaJ et GroES/L. Elles interviennent dansel@diement, I'adressage et la renaturation des
protéines. Elles reconnaissent des régions expasSeprotéines dépliées et de certaines protéines
natives. Ces chaperonnes interviennent dans de reomistress. Deux mécanismes sont connus

pour empécher les interactions incorrectes et pinenan repliement correct (Jobin, 1999). Le
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premier mécanisme, faisant intervenir les protéctegperonnes de classe I, permet de protéger les
surfaces hydrophobes des protéines exposées aantsohydrophiles afin de prévenir I'agrégation.
Ces protéines chaperonnes de classe | comprenmai, DnaJ, GrpE. DnaK (70 kDa). DnaJ se

lie a la protéine dénaturée et exerce son actidtprotéine chaperonne spécifique.

Le second mécanisme, faisant intervenir les pregichaperonnes de classe Il, permet d’éviter
'agrégation des protéines et de favoriser leutieent dans leur conformation native. Ces
protéines chaperonnes de classe Il comprennentlG{@E kDa) et GroES (10 kDa). En cas de
choc acide, chet. lactis, les chaperonnes DnaK et GroES/L connues pourven@ dans la
réponse au stress thermique sont induites a pHedrgn a pH 5,5. Ces protéines répondent donc a
un certain niveau d’acidité dans le milieu ou a gedaine concentration de protéines dénaturées
dans le cytoplasme (Freetsal., 2003). De méme, ché& mutans, I'expression du gendnaK et la
guantité de protéine DnaK sont plus élevées dansddules adaptées a I'acide que dans les cellules
non adaptées, et augmentent en réponse a un cidec(dayaramasmt al., 1997), ce qui suggere

gue la régulation ddnaK par le pH est transcriptionnelle chez cette bagtéri

Chez Salmonella typhimurium DT104, une augmentation des protéines chaperonmes 2t
GroEL est observée chez les cellules adaptéesidel'éBerket al., 2005). D’autres protéines de
stress de classe lll, CIpE et ClpP, sont aussiiiesiéa bas pH, chdz lactis par exemple (Frees

al., 2003). Les protéines Clp sont des protéases #d-Bépendant impliquées dans le turn-over des

protéines dénaturées.
1.2.5. Systemes d'acido-tolérance en phase expornelfd

Des systemes de tolérance a l'acide en phase exlieeont été deécrits chez de nombreux
organismes. Plusieurs observations distinguergyistemes d'acido-tolérance induits au cours de la
phase exponentielle de ceux induits dans la phasersaire. Tout d'abord, les systémes de la
phase exponentielle ne peuvent pas protéger lésleseld'un pH inférieur a 3. De plus, il ne
nécessite pas la présence d'acides aminés commdepaystemes AR2 et AR3. Les niveaux de
résistance de la phase logarithmique sont sigtife@ent beaucoup moins efficaces que ceux de

la phase stationnaire (Richard et Foster, 2003).

Parmi les systemes observés en phase exponentellérouve, par exemple, le phénoméne
d’adaptation appelé ATR ("Acid Tolerance Responsi&pendante du pH qui permet aux cellules
pré-adaptées a l'acide d’avoir une meilleure réscs. Ce type d'adaptation a été observé chez

Listeria monocytogenes, Streptococcus mutans, Salmonella spp. ou encoreE. coli ou un pH acide
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non létal de 5,5 ou une culture a bas pH induit iéséstance a l'acide a des pH plus bas (pH 3,
Richard et Foster, 2003). Ché&z coli, la production de CFA dans la membrane cellulpote
également un rdle dans l'acidotolérance, au coeirsetite phase de croissance (Richard et Foster,
2003).

La production de facteurs extracellulaires, encure identifiés, a aussi été suggérée par Rowbury
comme étant impliquée dans la résistance a |'atedeellules . coli préadaptées au cours de la
phase logarithmique (Rowbury, 2001). Dans le modél®owbury, les composants extracellulaires
("extracellular components”, ECs) impliqués damslliction de réponse au stress fonctionnent par
paire (ESC / EIC). Les composants extracelluldi8€ ("extracellular sensing components") sont
impliqués dans la réception et dans la réponseagexts de stress extracellulaire. Un régulateur
constitutif interagit avec les opérons ESC généaardi une synthése des composants ESC qui sont
excrétés dans le milieu. En réponse a des moddicatdu pH du milieu, les récepteurs ESC
détectent ce stress extracellulaire et interagisgeec lui. Une fois activés par ce stress, ilst son
convertis en EIC ("extracellular induction compotsg)) et ce, méme en absence de bactéries. Les
EIC sont de petites molécules qui, de ce fait, patndiffuser dans Il'environnement bactérien
permettant une communication intercellulaire etuirgl la synthése de protéines intracellulaires
quientrainent une réponse dans I'ensemble de lalgimgn de cet organisme. Les EIC interagissent
avec les cellules en présence ou en absence ds strepropagent l'induction de la réponse
adaptative au stress acide au sein de la popula&iosi, des filtrats neutralisés de cellules adés

a pH 5 induisent une acido-tolérance chez desleslinon-stressées cultivées a pH 7 (Rowbury,
2001).

Les ESC sont donc a la fois des récepteurs dessttedes précurseurs des EIC formés a faible
densité cellulaire. Ces récepteurs extracellulamets une fonction d'alerte avancée du stress et
entrainent une réponse rapide, les molécules-sagisdant a I'extérieur des cellules. Contrairement
aux EIC qui peuvent induire une tolérance danswolés cellules a proximité, les ESC n'induisent

pas une tolérance au stress chez des cellulestremsées sans étre activées.
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