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RÉSUMÉ FRANÇAIS 
Francisella tularensis est une bactérie à Gram négatif intracellulaire 

facultative, agent causal de la tularémie. Cette zoonose est induite principalement 

par deux sous espèces : F. tularensis subsp. tularensis (type A) et F. tularensis 

subsp. holarctica (type B) retrouvées respectivement en Amérique du Nord et dans 

tout l’hémisphère Nord. Cette seconde sous espèce, moins virulente que la première 

induit majoritairement des formes cliniques de sévérité moyenne à modérée dites 

ganglionnaires. Leur traitement est basé sur l’utilisation des antibiotiques de la classe 

des fluoroquinolones ou des tétracyclines, l’utilisation des aminosides étant réservée 

aux formes graves. Les adénopathies évoluent cependant souvent vers la 

suppuration et la chronicité (20 à 40% des cas), malgré l’administration d’un 

traitement antibiotique adapté. Les travaux réalisés visent à étudier l’hypothèse de 

l’émergence de la résistance bactérienne chez Francisella, expliquant ces échecs 

thérapeutiques. Ils sont basés sur le développement et l’étude d’un modèle 

d’évolution in vitro de la bactérie en présence de ciprofloxacine, une fluoroquinolone. 

Nos travaux ont confirmé la capacité de la bactérie à évoluer vers un haut niveau de 

résistance à ces antibiotiques, corrélée à l’accumulation de mutations dans les gènes 

codant pour les topoïsomérases de type II. De plus, nous avons observé la présence 

sur l’ensemble des souches de F. tularensis subsp. holarctica d’un niveau de 

résistance cliniquement significatif induit par des mutations modifiant la sous-unité 

GyrA de l’ADN gyrase sur les acides aminés en position 83 et 87. La recherche de ce 

marqueur dans des prélèvements de patients en échec thérapeutique suite à divers 

traitements antibiotiques s’est avérée infructueuse. Après avoir vérifié l’action de 

l’antibiotique sur les bactéries dans le compartiment intracellulaire (fibroblastes), 

nous avons recherché les autres mutations induites lors de l’évolution de Francisella 

en présence de fluoroquinolones. Cette étude a permis l’implication de plusieurs 

systèmes de transports transmembranaires dans la résistance antibiotique. Nous 

avons également révélé l’existence d’une seconde cible majeure impliquée dans le 

métabolisme du fer de la bactérie. L’altération de cette cible (FupA/B) en plus d’être 

associée à une augmentation de la résistance aux fluoroquinolones est corrélée à 

une forte diminution de la capacité de la bactérie à se multiplier dans les cellules 

phagocytaires. 

Mots clés : Francisella, tularémie, fluoroquinolones, mécanismes de résistance, 

traitement, détection des résistances 
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RÉSUMÉ ANGLAIS 

Francisella tularensis is a Gram-negative facultative intracellular bacterium, 

causing tularemia. This zoonosis is mainly related to two subspecies: F. tularensis 

subsp. tularensis (type A) and F. tularensis subsp. holarctica (type B) in North 

America and throughout the Northern Hemisphere, respectively. Infections with this 

second subspecies, less virulent than the first one, predominantly induce glandular 

clinical forms of mild to moderate severity. Their treatment is based on antibiotherapy 

using a fluoroquinolone or a tetracycline. The use of aminoglycosides is reserved for 

severe clinical forms. The lymph nodes infection, however, often become chronic (20 

to 40% of cases), despite administration of an appropriate antibiotic treatment. 

The aim of this study was to verify the hypothesis of the emergence of 

bacterial resistance in Francisella, which could explain treatment failures. It is based 

on the development and study of an in vitro evolutionary experiment of the bacterium 

in the presence of ciprofloxacin, a fluoroquinolone. Our work confirmed the 

bacterium's ability to evolve towards a high-level of resistance to fluoroquinolones, 

this evolution being correlated with the accumulation of mutations in the genes 

encoding for type II topoisomerases. In addition, we observed in all strains of F. 

tularensis subsp. holarctica resistant to fluoroquinolones at a clinically significant 

level, the presence of mutations altering the GyrA subunit of DNA gyrase at amino 

acids positions 83 and 87. The research of this marker in clinical samples from 

patients with treatment failure following appropriate antibiotic treatment was however 

unsuccessful. 

After checking the action of antibiotics on bacteria internalized in the intracellular 

compartment in fibroblast cells, we looked for other mutations induced during the 

evolution of Francisella to resistance to fluoroquinolones. This study unveiled the 

involvement of several transmembrane transport systems in antibiotic resistance. We 

also revealed the existence of a second major target involved in Francisella iron 

metabolism. The alteration of this target (FupA/B), in addition to being associated 

with an increase in fluoroquinolone resistance, is correlated with a sharp decrease in 

the ability of the bacteria to multiply in phagocytic cells. 

Key words: Francisella, tularaemia, fluoroquinolones, antibiotic resistance 

mechanisms, treatment, antibiotic resistance detection. 
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“ When I heard the learn’d astronomer; 
When the proofs, the figures, were ranged in columns before me; 
When I was shown the charts and the diagrams, to add,  

[divide and measure them; 
When I, sitting, heard the astronomer, where he lectured  

[with much applause in the lecture-room 
How soon, unaccountable, I became tired and sick; 
Till rising and gliding out, I wander’d off by myself, 
In the mystical moist night-air, and from time to time, 
Look’d up in perfect silence at the stars.” 

Leaves of Grass, Walt Whitman 
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1 Francisella, agent causal de la tularémie 
 Ce sont McCoy et Chapin qui ont pour la première fois décrit la tularémie en 

1911. Ils ont un an plus tard isolé l’agent causal de cette maladie décrite comme une 

« simili peste des rongeurs », qu’ils nomment Bacterium tularense1 d’après le nom du 

comté californien de Tulare où la maladie a été observée pour la première fois. Cette 

bactérie sera par la suite classée dans les genres Brucella et Pasteurella avant d’être 

définitivement attribuée au nouveau genre Francisella en 19472, créé en l’honneur 

d’Edward Francis qui approfondit par ces nombreuses recherches les connaissances 

disponibles sur cette maladie3.   

1.1 Les bactéries du genre Francisella : rapide aperçu 

 Les bactéries du genre Francisella sont les principales représentantes de la 

famille des Francisellaceae, appartenant à la sous-classe des gamma-

proteobactéries4. De récentes analyses réalisées par séquençage de nouvelle 

génération (NGS) ont permis l’ajout à cette famille de Wolbachia persica5,6  ainsi que 

d'autres endosymbiotes des tiques Ornithodoros moubata6 et Dermacentor sp. 

baptisés Francisella-like endosymbiotes7.  

Les bactéries du genre Francisella sont de petits bacilles à Gram négatif aérobies 

stricts, non mobiles, fermentant un nombre limité de carbohydrates sans production 

de gaz8. Ce sont des microorganismes intracellulaires facultatifs9. Leur classification 

est complexe et en constante évolution. A ce jour, sept espèces de Francisella sont 

officiellement validées : Francisella tularensis, Francisella novicida, Francisella 

hispaniensis, Francisella philomiragia, Francisella noatunensis, Francisella halioticida 

et Francisella guangzhouensis3.  

• F. guangzhouensis a été isolée pour la première fois en Chine dans un 

système d’air conditionné10. A ce jour, cette espèce isolée dans divers 

systèmes d’air conditionné en Chine11 et en Allemagne12 n’a jamais été 

impliquée en pathologie humaine. 

• F. halioticida a été isolée pour la première fois au Japon13. C’est une bactérie 

pathogène des haliotis (mollusques marins). 

• F. philomiragia et F. noatunensis sont deux espèces très proches d’un point du 

vu phylogénétique14. Ce sont des pathogènes des poissons, causant chez 
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ces derniers des granulomes cutanés et multi-viscéraux4. F. philomiragia  a 

été en de rares occasions incriminée en pathologie humaine, le plus souvent 

chez des patients présentant une inflammation granulomateuse chronique 

et/ou ayant eu un contact étroit et prolongé avec l’eau (épisode de 

noyade)15,16. 

• F. novicida a été isolée pour la première fois en 1950, dans un échantillon 

d’eau turbide prélevé à proximité de cadavres de rats musqués, dans l’Utah17.  

La niche écologique de cette bactérie semble être étroitement liée au 

compartiment hydrique18. Comme pour F. philomiragia les cas d’infections 

humaines sont rares et souvent associés à un tableau d’immunodépression 

ou à une noyade19–23. La classification de cette espèce dans la nomenclature 

est incertaine, certains considérant cette bactérie comme une sous espèce de 

F. tularensis24,25 et d’autres comme une espèce à part entière du genre 

Francisella26. La proximité génétique de F. novicida avec F. tularensis, sa 

virulence en modèles cellulaires et animaux, et la grande facilité de 

manipulation génétique et culturale ont fait de cette espèce un modèle 

d’étude très utilisé18. 

• F. hispaniensis est une espèce génétiquement proche de F. novicida24. Cette 

espèce n’a, à ce jour, été décrite que dans deux cas d’infections 

humaines14,24,27. 

• F. tularensis est l’agent causal majeur de la tularémie humaine. De récentes 

analyses phylogéniques ont montré que cette espèce aurait évolué à partir 

d’un ancêtre aquatique en s’adaptant à une niche « terrestre »14. Etant l’objet 

de la présente étude, la description détaillée de cette espèce fait l‘objet de la 

prochaine section. 

1.2 Francisella tularensis 
Plusieurs sous espèces ont été décrites au cours du temps. La taxonomie 

actuellement admise est proposée par Olsufjev et Meshcheryakova en 198328. Ces 

auteurs décrivent trois sous-espèces pour F. tularensis ; différant par leurs 

répartitions géographiques, leurs pathogénicités, leurs écologies et leurs 

caractéristiques biochimiques : F. tularensis subsp. tularensis, F. tularensis subsp. 

holarctica et F. tularensis subsp. mediasiatica.  
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 1.2.1  Caractéristiques génomiques et phylogéographie  

C’est l’espèce F. tularensis qui est majoritairement impliquée en pathologie 

humaine. Sa répartition géographique se limite à l’hémisphère nord, principalement 

sur les continents Nord-Américain et Eurasien4,29, même si un cas a récemment été 

rapporté en Afrique (Soudan)30.   

Le génome de F. tularensis est constitué d’un unique chromosome circulaire. 

De petite taille (environ 1,9Mb), il présente une proportion de G+C inhabituellement 

faible (environ 32%). Le nombre moyen de cadres de lecture ouverts (open reading 

frames ou ORF) est de 1730, dont environ 85% codent pour de protéines, 1/3 d’entre 

elles n’ayant pas de fonction connue. Six différentes sortes de séquences d’insertion 

(ISFtu1 à 6) ont été identifiées chez Francisella. Les ISFtu1 sont les plus 

représentées (53 à 66). Le principal élément discriminant entre les génomes des 

sous-espèces tularensis et holarctica est le nombre d’ISFtu2 en moyenne 17 et 45, 

respectivement31. 

 F. tularensis subsp. tularensis, aussi désignée comme la sous espèce 

nearctica ou F. tularensis Type A correspond à la souche originellement isolée par 

McCoy et Chapin en 1912. Cette souche (B-38 ou ATCC 6223) ayant perdu sa 

virulence au fil des repiquages successifs en laboratoire, c’est aujourd’hui la souche 

SCHU-S4, isolée en 1941 chez un humain, qui est la représentante de cette sous 

espèce28. F. tularensis subsp. tularensis est endémique en Amérique du Nord. Elle a 

récemment été isolée en Slovaquie à l'occasion d’une étude épidémiologique sur le 

réservoir naturel32. Une étude basée sur la technique MLVA (multilocus variable-

number tandem repeat (VNTR) analysis) a mis en évidence une proximité génétique 

des souches isolées en Slovaquie avec la souche de laboratoire SCHU-S4, laissant 

supposée que cette localisation géographique originale pouvait être liée à 

d'anciennes activités humaines33. Cette étude avec d'autres basées sur l’analyse de 

régions de différenciation (RD)32,34, la technique de macrorestriction génomique par 

champ pulse ( pulse-field gel electrophoresis, PFGE)35 ou l’étude du polymorphisme 

nucléotidique (single nucleotide polymorphism, SNP)36 ont également permis la 

subdivision en deux clades de cette sous-espèce, respectivement nommées A1 ou A-

East et A2 ou A-west. Le clade A1 est elle-même divisible en deux sous-clades 

distincts : A1a et A1b.  Les clades et sous-clades A1a, A1b et A2 se distinguent par 

leur répartition géographique au sein du continent Nord-Américain et leur morbidité et 

mortalité chez l’homme35,36. Notons que la souche SCHU-S4 fait partie du clade F. 
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tularensis subsp. tularensis A1a37.  

Figure 1 : Arbre phylogénique de F. tularensis d’après une analyse combinée des 
SNP (dans Vogler et al. Journal of microbiology, 2009) 

 

 

F. tularensis subsp. holarctica était précédemment désignée sous les 

appellations F. palaearctica ou F. tularensis type B28. Cette sous espèce est présente 

dans tout l’hémisphère Nord. Historiquement, trois biovars ont été décrits pour cette 

sous-espèce27 :  

• Biovar I Erys : sensible à l’érythromycine, ce biovar est endémique en 

Amérique du Nord, Europe de l’Ouest, du Nord et Centrale, ainsi que dans les 

parties Nord et Est de Sibérie. 

• Biovar II Eryr : résistant de haut niveau à l’érythromycine, il est endémique en 

Europe centrale et de l’Est, dans les parties Ouest de Sibérie,  de Russie, du 
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Caucase et du Kazakhstan.  

• Biovar japonica : Sensible à l’érythromycine comme le biovar I, il se distingue 

des autres biovars par son aptitude à fermenter le glycérol. Il est endémique 

au Japon où il est le seul biovar présent, mais également dans d’autres zones 

géographiques d’Asie. 

Les analyses génomiques les plus récentes, basées sur une étude de marqueurs 

MLVA croisée avec celle de SNP dits « canoniques » (canSNP) ont permis 

l’identification de six clades et dix sous-clades pour cette sous espèce, se distinguant 

par leur localisation géographique33,36. Le biovar japonica est représenté par la clade 

B.V et la sous-clade B.Br.001/002 ; les clades B.II (B.Br.OSU18) et B.IV 

(B.Br.007/008, B.Br.008/009 et B.Br.OR96-0246) sont présentes majoritairement en 

Amérique du Nord, et à un degré moindre en Scandinavie ; les clades B.I 

(B.Br.013/014) and B.III (B.Br.012/013 et B.Br.LVS) sont présents en Europe de l’Est, 

Scandinavie et Eurasie ; et le clade « Spain, France and Sweden » qui comprend les 

sous-clades B.Br.010/011 et B.Br.FTNF002-00, est spécifiquement présent en 

Europe de l’Ouest36,38. Ce dernier clade, appartenant au biovar I Erys  est également 

caractérisé par la présence d’une délétion appelée RD2339. Remarquons qu’à ce jour 

toutes les souches isolées en France font partie de la sous-clade B.Br.FTNF002-00 à 

l’exception de souches isolées de lièvres importés d’Europe de l’Est appartenant à la 

sous-clade B.Br.013/01436,40.  

 F. tularensis subsp. mediasiatica a uniquement été isolée en Asie Centrale28.  

 1.2.2  Ecologie et réservoir 

 F. tularensis est une bactérie intracellulaire facultative. Elle a été isolée d’une 

très grande diversité d’hôtes, incluant des mammifères, des oiseaux, des reptiles, 

des invertébrés et des protozoaires ; ainsi que des échantillons de sol et d’eau4,41. Si 

les hôtes peuvent être contaminés par contact direct avec le pathogène dans 

l’environnement, le cycle inclus très souvent la transmission de la bactérie par un 

vecteur (insectes ou arthropodes hématophages)41. 

F. tularensis subsp. tularensis a pour hôte principal les mammifères du genre 

Sylvilagus et Lepus représentés respectivement par les lapins et les lièvres. Ces 

deux représentants de la famille des lagomorphes sont très largement répandus à 

travers le continent Nord-américain. 
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Les vecteurs principaux identifiés pour F. tularensis subsp. tularensis sont les 

tiques Amblyomma americanum, Dermacentor variabilis et D. andersoni, ainsi que 

les taons (Chrysops discalis). Ces vecteurs présentent une répartition particulière, les 

deux premiers étant présent dans la moitié Est et en Californie et les deux derniers 

dans la moitié Ouest des Etats Unis d’Amérique42. Il a été observé que cette 

répartition géographique des vecteurs suit celle des clades des souches de F. 

tularensis subsp. tularensis, isolées chez les patients atteints de tularémie ; 

suggérant que les clades A1 et A2 occupent des niches écologiques différentes4. 

Figure 2 : Hôtes et vecteurs de F. tularensis subsp. tularensis et subsp. holarctica 
(dans Keim et al. Annal of New York academy of science, 2007) 
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F. tularensis subsp. holarctica est présente dans une plus grande diversité 

d’hôtes que la sous-espèce tularensis. Si les hôtes principaux en Europe et Amérique 

restent les lapins et les lièvres, cette sous-espèce est présente chez de nombreux 

rongeurs comme les campagnols, les rats, les souris ou les écureuils ; dont  certains 

ont un style de vie aquatique (rats musqués et castors)4,41. 

Comme pour la sous-espèce tularensis, les tiques représentent un vecteur 

important pour F. tularensis subsp. holarctica. De nombreuses espèces de tiques 

appartenant à la famille des Ixodideae ont été identifiées comme étant naturellement 

infectées par la bactérie. Parmi ces espèces, D. reticulatus semble jouer un rôle 

majeur dans le maintien du réservoir de par sa large répartition géographique (de 

l’Atlantique au Kazakhstan et à la Sibérie du Sud) et son fort taux d’infection des 

populations. La tique Ixodes ricinus semble fréquemment impliquée dans la 

transmission à l’homme4. 

Les moustiques jouent un rôle important de vecteur pour F. tularensis subsp. 

holarctica dans le Nord de l’Europe (Suède et Finlande)43. Dix espèces des genres 

Aedes, Culex et Anopheles ont été identifiées comme étant naturellement 

infectées4,41.  

Les puces et les acariens ont également été suggérés comme des vecteurs 

potentiels de F. tularensis subsp. holarctica, même si leur implication dans le cycle de 

vie du pathogène est incertaine4,43. 

L’écologie de F. tularensis subsp. mediasatica  est mal connue. Olsufjev et 

Meshcheryakova indiquent dans leur description initiale de la bactérie une 

distribution dans la nature chez les lièvres, les gerbilles et les tiques28. 

La diversité des hôtes potentiels rend difficile la détermination exacte du 

réservoir de ce pathogène. L’hypothèse la plus probable avancée à ce jour est le 

maintien du réservoir par une transmission trans-stadiale (de la larve à l’adulte) chez 

certains vecteurs arthropodes (tiques), associée à une persistance prolongée chez 

certains animaux « porteurs sains » et dans l’environnement41. La forte mortalité 

observée chez certains mammifères positionnerait plutôt ces hôtes comme le support 

de l’amplification du pathogène. Remarquons que les autres vecteurs décrits ci-

dessus (taons, moustiques, puces, acariens) agiraient comme des vecteurs 

mécaniques, transmettant la bactérie après un repas récent, laissant des traces de la 

bactérie vivante au niveau des organes buccaux pour une période de plusieurs 

semaines4.  
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Les tiques se contaminent par les repas de sang effectués à chaque stade de 

vie, sur un mammifère potentiellement contaminé. Cet événement répété au cours du 

cycle de vie permet la contamination de tiques saines par un mammifère. Les 

Francisella sont alors présentes en temps qu’endosymbiotes au niveau des viscères 

et de l’hémolymphe des tiques, et apparemment de manière transitoire au niveau des 

glandes salivaires. Une seconde voix de maintien de ce réservoir serait une 

transmission verticale, via une contamination trans-ovarienne. Celle-ci reste 

aujourd’hui controversée, les études en laboratoire présentant des résultats 

contradictoires. Cependant, la mise en évidence de larves contaminées n’ayant pas 

encore effectué de repas de sang dans l’environnement semble indiquer que ce 

mode de contamination est possible42.  

Les contaminations environnementales par F. tularensis (sol et eau) sont 

principalement liées aux mammifères infectés. La décomposition de cadavres 

d’animaux contaminés ainsi que l’excrétion de bactéries par ces derniers (urines et 

selles)42,43 entrainent le relargage de la bactérie dans l’environnement. Le maintien 

de F. tularensis  dans ce compartiment, et spécialement le compartiment hydrique, 

passerait par la colonisation de protozoaires. En effet, il a été montré in vitro que F. 

tularensis peut infecter Acantamoeba catellani et s’y répliquer lentement, induisant 

une faible mortalité de ces protozoaires. De plus,  Francisella peut survivre dans 

certains organismes protozoaires ciliés après ingestion par ces derniers4. 

Récemment, Bäckman et al. ont démontré la possibilité de la contamination de larves 

de moustiques par contact avec de l’eau contaminée, et la persistance de la bactérie 

vivante au stade adulte ; proposant une nouvelle voix de maintien de la bactérie dans 

le compartiment hydrique44.     

 1.2.3  Pouvoir pathogène et facteurs de virulence 

 Si toutes les sous-espèces de F. tularensis sont hautement virulentes pour les 

souris et les cochons d'Inde, la sous-espèce tularensis est la plus virulente pour le 

lapin et pour l'homme avec des doses létales 50 (DL50) inférieures à 10 bactéries par 

voie sous-cutanée29, et des doses infectantes du même ordre (environ 25 bactéries) 

par voie aérienne43,45. Si l'on ajoute à cela un taux de mortalité pouvant aller de 30 à 

60% pour les formes sévères en l’absence d’un traitement adéquat, F. tularensis 

subsp. tularensis est l'un des agents pathogènes les plus dévastateurs 

potentiellement utilisables en bioterrorisme46. Les deux clades semblent différer par 

leur virulence. En effet, les infections humaines causées par les souches de clade 
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A1a et A2 paraissent moins graves que celles causées par les souches appartenant 

à la clade A1b35,37. Ces constatations sont concordantes avec l’observation d’un 

temps réduit de survie chez la souris pour les souches A1b, comparé aux autres 

clades de F. tularensis subsp. tularensis18. 

Comparativement, F. tularensis subsp. holarctica présente une DL50 par 

administration sous-cutanée équivalente à la sous-espèce tularensis chez la souris et 

le cochon d’inde29 mais provoque la mort de manière retardée18. La virulence chez le 

lapin et l’homme est en revanche bien inférieure pour la sous-espèce holarctica, avec 

des DL50 pour une exposition sous-cutanée supérieures à celles observées pour la 

sous-espèce tularensis d’environ  105 et 102, respectivement29.  

 Chez l’animal, l’infection par F. tularensis se traduit de manière similaire qu’elle 

que soit la sous-espèce (subsp. tularensis ou subsp. holarctica). Les symptômes 

suivants sont observés de manière générale : augmentation de température, 

déshydratation, léthargie, baisse de l’appétit et asthénie. La présence de plaies 

ulcérées au point d’inoculation est souvent associée à ces symptômes généraux. Au 

cours de l’infection naturelle, la contamination se faisant le plus souvent par voie 

orale (ingestion de viande ou d’eau contaminée), ces lésions ulcérées sont localisées 

au niveau de la bouche et de la langue. Chez les animaux de laboratoire les deux 

voies d’inoculation de la bactérie principalement étudiées étant sous-cutanée ou 

aérienne, les ulcérations sont respectivement observées au niveau cutané et du 

tractus respiratoire haut. Elles sont associées à des adénopathies périphériques au 

point d’inoculation, une hépatomégalie et une splénomégalie, ces organes 

présentant des lésions nécrotiques en tête d’épingle ; et parfois un foyer nécrotique 

pulmonaire secondaire à une diffusion par voie hématogène43,47. Cet épisode 

septicémique associé à la réaction inflammatoire de l’hôte semble avoir un rôle 

central dans la mort de ce dernier. De forts taux de cytokines inflammatoires et de 

chemokines dans la rate et les poumons sont corrélés à la mortalité dans l’étude de 

la tularémie pulmonaire47. 

Le pouvoir pathogène de F. tularensis réside dans sa capacité à survivre et  

moduler la réponse immune de l’hôte, puis dans sa capacité de multiplication 

intracellulaire, spécialement dans les macrophages, les hépatocytes, ainsi que dans 

une grande diversité de cellules endothéliales (tissu pulmonaire, digestif, rénal, 

etc.)48,49.  
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Figure 3 : Multiplication d’un clone fluorescent de F. tularensis subsp. holarctica LVS 
dans les macrophages murins J774-A1 (Collaboration CNR Francisella/SCIMI – Chu 
de Grenoble/LAPM) 

 

   

Le mode d’action de F. tularensis dans la modulation des réponses immunes 

innées et acquises est un vaste terrain d’étude. Les récentes revues de Jones et al. 

et Steiner et al. (2014) font état des observations suivantes. Les macrophages 

infectés par F. tularensis relarguent des composés impactant par diverses voies la 

présence des molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe 

II, suggérant la réduction in vivo de la présentation des antigènes aux lymphocytes T 

CD4+. Les macrophages infectés produisent également de la prostaglandine E2 

(PGE2), inhibant la maturation des macrophages, la prolifération des lymphocytes T 

et la production d’interféron-ɣ,  facteurs essentiels dans la réponse de l’hôte contre 

l’infection de F. tularensis48. De plus, il a été constaté chez la souris et chez l’homme 

une incapacité des sujets à augmenter le niveau de cytokines pro-inflammatoires, 

voir une surexpression de cytokines immunosuppressives47.  

In vivo, Francisella est décrite comme une bactérie intracellulaire obligatoire. De 

très nombreuses études ont été menées sur les différentes étapes nécessaires à la 

réalisation de ce cycle de vie de la bactérie29. 

L’internalisation de la bactérie dans les cellules, et plus particulièrement dans les 

cellules phagocytaires est réalisée par un pseudopode asymétrique en forme de 

boucle. L’opsonisation des bactéries par les molécules du complément est un facteur 

clé dans l’optimisation de la phagocytose par les macrophages, cette dernière étant 

principalement médiée par le récepteur du complément CR350. D’autres récepteurs 
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sont également impliqués dans le recrutement par les cellules phagocytaires tels que 

les récepteurs Fcɣ et scavenger de classe A. Une autre voie, médiée par les 

récepteurs du mannose permet l’internalisation des bactéries non-opsonisées9.  

Une fois internalisée dans la cellule phagocytaire, la survie de Francisella  tient à 

trois évènements : la survie de la bactérie dans l’environnement du phagosome, 

l’arrêt de la maturation de phagolysosome et l’échappement du phagosome dans le 

cytoplasme de la cellule hôte48. F. tularensis utilise une stratégie multifactorielle dans 

la résistance contre les agents antimicrobiens du phagosome. Par exemple, l’activité 

des complexes NADPH oxydase responsable de la production des dérivés réactifs 

de l’oxygène (« reactive oxygen species » ou ROS) est limitée par F. tularensis  via 

une exclusion de composés de ces complexes des phagosomes et la baisse de 

phosphorylation d’autres composés d’origine cytoplasmique de ces mêmes 

complexes. La production d’enzymes, telles que les phosphatases alcalines, 

permettant de contrer l’action de composés antimicrobiens spécifiques a aussi été 

mise en évidence9. L’échappement du phagosome suit rapidement l’entrée de la 

bactérie dans le compartiment cytoplasmique de la cellule hôte (1 à 4heures). La 

sortie du phagosome se produit consécutivement à la dégradation de la membrane 

de ce dernier. Observons que l’acidification de l’environnement intra-phagosome joue 

un rôle important dans sa lyse48.  

La dernière étape du cycle intracellulaire de Francisella est la multiplication intra-

cytoplasmique du pathogène. La bactérie entre après l’échappement de la vacuole 

dans une phase de réplication intensive dans le cytosol. L’infection provoque  l’entrée 

des cellules en apoptose ou pyroptose. Cette phase aboutie à la lyse de l’enveloppe 

cellulaire et la libération des bactéries dans le milieu extracellulaire. Elles peuvent 

alors réinfecter les cellules adjacentes ou celles d’autres organes par dissémination 

par voie sanguine9. Un phénomène d’autophagie peut également être observé dans 

le cytoplasme des macrophages avec la formation de « Francisella-containing 

vacuoles » (FCV). Ce phénomène qui s’amplifie avec le temps d’infection est 

intrinsèquement lié au métabolisme bactérien51 participant activement à la rapide 

réplication intracellulaire du pathogène52. 
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Figure 4 : Cycle intracellulaire de Francisella dans les macrophages (dans Chong 
and Celli, Frontiers in microbiology, 2010) 

 

Ces capacités sont majoritairement médiées par trois facteurs de virulence : la 

capsule, le lipopolysaccharide (LPS) et l’ilot de pathogénicité de Francisella (FPI). 

La capsule confère à F. tularensis la capacité de résister aux actions d’opsonisation 

et de lyse bactérienne induites par l’action combinée des anticorps circulants et du 

complément48. Elle ne présente cependant pas de rôle dans la survie intracellulaire 

après phagocytose par les cellules polynucléaires29. 

Les composants du LPS de F. tularensis sont très atypiques. Le lipide A présente des 

différences dans la longueur des chaines d’acides gras (16-18 vs. 12-14 carbones) et 

dans le nombre d’acétylation (tetra vs. hexa), comparé au LPS d’autres bactéries à 

Gram négatif. Le LPS de F. tularensis n’interagit pas avec la voix d’activation de la 

réaction inflammatoire de l’hôte par les Toll-Like Recepteurs-4 (TLR-4), retardant 

cette dernière48. Le LPS semble cependant interagir indirectement avec les TLR-2, 

entrainant la cascade pro-inflammatoire à l’origine des symptômes de la maladie. Le 

LPS atypique semble être à l’origine du mode de phagocytose particulier observé 

chez F. tularensis41.   

Le FPI est un locus d’environ 30kb. Certains des gènes présents sur ce locus 
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encodent pour des composants similaires à ceux d’un système de sécrétion de type 

IV récemment identifié chez Vibrio cholerae et Pseudomonas aeruginosa9. Deux 

copies identiques du FPI sont présentes dans le génome de F. tularensis et une 

seule dans celui de F. novicida. Même si le fonctionnement exact de l’ensemble des 

protéines encodées n’est pas connu, le FPI tient une place centrale dans tous les 

aspects de la virulence de F. tularensis. Par exemple, le gène iglC, qui code pour une 

protéine hypothétique de 23KDa, joue un rôle important dans la suppression de la 

réponse immune de l’hôte, l‘échappement de la FCP et la réplication 

intracellulaire9,47.  

Figure 5 : Enveloppe de Francisella et virulence (dans Rowe and Huntley, Frontiers 
in Cellular and Infection Microbiology, 2015) 

 

 

De nombreux autres déterminants de virulence ont pu être identifiés chez F. 

tularensis, certains étant liés à la captation d’éléments nutritifs nécessaires à la vie 

intracellulaire de la bactérie. Nous pouvons citer de manière non exhaustive les 

transporteurs des acides aminés (cystéine, glutamate et asparagine)53 et les 

systèmes protéiques impliqués dans la captation du fer tel que fslABCDEF, feoAB, 

fupAB, et le régulateur fur54. D’autres facteurs de virulences sont liés à la régulation 
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de la transcription tel que mglA, fevR, sspA et migR impliqués directement ou 

indirectement dans la régulation du FPI ; à la régulation de la traduction comme les 

small RNA (sRNA)55 ; ou les systèmes de sécrétion permettant le relargage de 

protéines impliquées dans la survie intracellulaire56.   

2 La tularémie chez l’homme 

2.1 Les formes cliniques de tularémie 

Les premiers symptômes de la maladie apparaissent de manière brutale après 

une période d'incubation courte, en moyenne 3 à 5 jours (jusqu'à 14 jours). Ils sont 

aspécifiques et s'apparentent à un syndrome pseudo-grippal : fièvre, frissons, 

courbatures généralisées, céphalées et prostration41.  Les symptômes spécifiques 

apparaissent ensuite. Ils sont classés en 6 formes cliniques qui dépendent de la voie 

de contamination, de la dose infectante et de la virulence de la souche bactérienne 

de F. tularensis57.  

La forme clinique de tularémie habituellement la plus fréquente est la forme 

ulcéro-ganglionnaire. Elle est consécutive à une contamination par contact direct de 

la bactérie avec la peau. Les sources de contaminations majeures sont la 

manipulation de carcasses d’animaux infectés et les piqûres de vecteurs. La maladie 

se présente sous la forme d’une lésion vesiculo-papulaire évoluant vers une 

ulcération au point d’inoculation, associée à une ou plusieurs adénopathies satellites.        

Ces ganglions sont souples à la palpation et peuvent évoluer vers une fistulisation 

avec écoulement purulent45,57.  

Trois autres formes cliniques de tularémie se rapprochant de la forme ulcéro-

ganglionnaire peuvent être décrites. Tout d’abord la forme ganglionnaire qui présente 

un tableau identique à la forme ulcéro-ganglionnaire. Elle se distingue par l’absence 

de lésion détectable au point d’inoculation du pathogène57. 

La forme oculo-ganglionnaire ou syndrome de Parinaud survient après une 

contamination conjonctivale par aérosolisation ou manu-portée. Les lésions sont 

unilatérales et localisées au niveau de la conjonctive sous forme d’ulcères ou de 

nodules pouvant être associés à un œdème périorbitaire. Les adénopathies satellites 

sont alors localisées au niveau des ganglions pré-auriculaires ou cervicaux41.  

 
 



 
 

26 
 

 

Figure 6 : Adénopathie cervicale chez 
un patient atteint de tularémie (dans 
Ellis et al., Clinical microbiology 
reviews, 2002) 

 

 

Enfin, la forme oropharyngée de 

tularémie, consécutive à une 

contamination par voie orale (par 

ingestion d’eau ou d’aliments 

contaminés) se manifeste par une 

pharyngite souvent sévère, parfois 

pseudo-membraneuse, et des 

adénopathies cervicales. Il est possible 

d’observer des formes dites 

« digestives » de tularémie si la 

contamination s’étend au tractus 

digestif bas. Dans ce cas, des douleurs 

abdominales et une diarrhée peuvent 

survenir29. 

L’ensemble de ces formes présente 

le plus souvent une gravité modérée et 

un taux de mortalité faible. Les 

infections ganglionnaires évoluent 

cependant vers l’abcédations chez 

environ 30% des patients, avec une évolution souvent prolongée et une possible 

fistulisation cutanée, même en cas de traitement antibiotique adapté29,58. 

Les deux dernières formes cliniques de tularémie correspondent souvent à des 

tableaux cliniques plus sévères. En effet, la tularémie dite « typhoïdique » est une 

forme grave se traduisant par une septicémie, sans site infectieux détectable, ni site 

d’inoculation apparent. Cette forme est plus souvent liée à F. tularensis subsp. 

tularensis et présente une forte mortalité (30 à 60%)29. 

La forme respiratoire est consécutive à l’inhalation du pathogène ou plus 

rarement à une dissémination hématogène de la bactérie au tissu pulmonaire à partir 

d’un autre foyer infectieux. La sévérité de cette forme est très variable en fonction de 

la sous espèce à l’origine de l’infection. La sous espèce tularensis peut provoquer 

des pneumopathies sévères d'apparition brutale, rapidement mortelles. La sous-

espèce holarctica entraîne le plus souvent une adénopathie hilaire associée ou non à 

des symptômes pulmonaires, d’évolution chronique, et pouvant évoquer une 
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tuberculose ou un lymphome. En l’absence d’une antibiothérapie adaptée, les formes 

respiratoires graves sont associées à un fort taux de mortalité43. 

Notons que l’ensemble des formes de tularémie décrites ci-dessus peuvent être 

compliquées en l'absence de traitement précoce et adapté, ainsi qu'en présence d'un 

état d'immunodépression chez le patient infecté, ou si la bactérie à l’origine de 

l’infection présente une virulence élevée (F. tularensis subsp. tularensis Clade A.1.b). 

L’infection peut alors gagner d’autres tissus (rénal, hépatique, nerveux, musculaire, 

pulmonaire, etc.) par voie hématogène29,37. 

2.2 Epidémiologie 

L’épidémiologie de cette zoonose est intrinsèquement liée à la sous-espèce 

de F. tularensis à l’origine de l’infection et en conséquence à la source de la 

contamination et la localisation géographique. Les premiers cas humains étiquetés 

de tularémie sont décrits en 1914, aux Etats-Unis d’Amérique chez deux personnes 

découpant de la viande de lapin sauvage. La maladie se présente alors pour les 

deux patients sous la forme oculoganglionnaire1. L’incidence de la maladie y a 

beaucoup diminuée au cours du XXème siècle pour atteindre une incidence 

inférieure à 1 cas pour 100000 habitants, principalement du fait de la réduction de 

l’exposition humaine aux animaux sauvages malades4,41. Une étude épidémiologique 

analysant 316 cas de tularémie nord-américains sur une période de 40ans (1964-

2004) a mis en évidence les caractéristiques suivantes : 2/3 des infections sont dues 

à la sous espèce tularensis contre 1/3 pour la sous-espèce holarctica. Les hommes 

sont principalement touchés et présentent majoritairement une forme ulcéro-

ganglionnaire, l’âge ayant un impact sur la gravité de la maladie. Les infections ont 

lieu principalement entre mai et septembre, cette période correspondant à un contact 

accru avec les sources d’infections qui sont majoritairement les animaux malades 

(lagomorphes, rongeurs et chats), suivi de près par les morsures d’arthropodes35.  

En dehors du continent Nord-Américain, c’est la sous-espèce holarctica qui 

est très majoritairement impliquée en pathologie humaine. En Europe du Nord, la 

prévalence de la maladie connait depuis le milieu des années 90 une augmentation 

notable pour atteindre en 2012 des valeurs proches de 4cas/100000habitants/an en 

Suède. Ces cas apparaissent majoritairement sous la forme d’épidémies estivales 

localisées. Les zones de forêts boréales proches d’étendues d’eau douces semblent 

corrélées à des incidences très fortes. La classe d’âge à haut risque correspond à la 



 
 

28 
 

tranche 40-70ans, avec une majorité d’hommes59. 

L’étude de cas de tularémie survenus entre 2009 et 2011 en Anatolie Centrale 

(Turquie) montre des caractéristiques épidémiologiques très différentes. L’origine des 

contaminations est ici hydrique ; F. tularensis subsp. holarctica ayant été identifiée 

dans des prélèvements d’eau. En effet, la majorité des patients sont de sexe féminin, 

avec une majorité de cas pour la tranche d’âge 30-39ans. La forme clinique la plus 

représentée est la forme oro-pharyngée lors d’un pic épidémique hivernal (décembre 

à mars)60.    

Pour finir, évoquons brièvement l’épidémiologie récente de la tularémie en 

France. L'incidence de la maladie y est très faible (0,07/100000habitants/an). Elle 

émerge aujourd'hui très majoritairement sous forme de cas sporadiques, même si 

des phénomènes épidémiques localisés peuvent être observés. La majorité des 

formes cliniques mises en évidence sont ganglionnaires et ulcéro-ganglionnaires. 

Les hommes sont plus touchés que les femmes. La source de contamination la plus 

fréquente est le contact avec un animal contaminé, bien corrélé avec le pic automnal 

de contamination61. 

2.3 Diagnostic Biologique 

 Le diagnostic de la tularémie est très souvent retardé par rapport au début des 

symptômes en dehors des événements épidémiques61. Les tableaux cliniques sont 

peu spécifiques rendant le diagnostic différentiel complexe, que la forme clinique soit 

ganglionnaire ou respiratoire. De plus, les marqueurs biologiques habituels des 

infections profondes sont peu marqués, avec une numération des globules blancs 

normale à peu élevée avec augmentation du ratio des cellules mononuclées et le 

dosage de la protéine C réactive modérément augmentée. Seule la vitesse de 

sédimentation reste augmentée pendant le premier mois de la maladie62.  

Le diagnostic biologique de la tularémie peut être basé sur la mise en 

évidence directe ou indirecte de la bactérie chez le patient. Le diagnostic direct peut 

être établi avec plusieurs techniques à commencer par l’examen direct par la 

coloration de Gram. Il est souvent peu révélateur. Francisella ne présentant qu'une 

faible affinité pour le contre colorant, elles apparaissent rose pâle en intra ou 

extracellulaire dans des prélèvements présentant des matrices souvent complexes. 

Les bactéries sous la forme de bacilles à Gram négatifs de forme coccoïde et de 

petite taille (0,2 à 0,5µm sur 0,7 à 1,0µm)29,43, sont entourées d’un halo clair 
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matérialisant la capsule43.  

Figure 7 : Frottis de F. tularensis 
subsp. holarctica coloré par la 
méthode de Gram (CNR Francisella – 
CHU de Grenoble) 

 
 

 

L’isolement de la souche bactérienne 

en culture est un aspect majeur du 

diagnostic direct. La culture de F. 

tularensis nécessite l’utilisation de 

milieux de culture enrichis en cystéine. 

Elle est favorisée par un apport d’ions 

ferriques. Aérobie stricte, F. tularensis 

pousse plus facilement sur milieux 

solides (ex : Buffered Charcoal Yeast 

Extract (BCYE), Cystine Heart Agar 

with 9% chocolatized Blood (CHAB), 

gélose chocolat supplémentée en 

PolyViteX (PVX) ou Thioglycollate-glucoseblood agar (TGBA)) dans une atmosphère 

supplémentée ou non en CO2
43. 

Les colonies de F. tularensis apparaissent en 24 à 48heures. D’un diamètre 

proche d’1mm, elles présentent sur géloses chocolat supplémentées en PVX (GC-

PVX) une coloration grise très légèrement verdâtre liée à l’hémolyse, avec un aspect 

bombé et brillant. Si l’incubation est prolongée au-delà de 48heures, les colonies 

grossissent et montrent un important polymorphisme de taille.  

Les milieux de culture liquides tels que le Brain-Heart Infusion (BHI), le Müller-Hinton 

(MHB) ou le milieu de Chamberlain, toujours supplémentés en cystéine peuvent être 

utilisés. La pousse bactérienne est plus lente (3 à 7 jours) surtout si le milieu n’est 

pas agité pour favoriser son oxygénation (>10jours)29.  

Enfin, les prélèvements peuvent être inoculés sur cultures cellulaires ou à la souris 

pour permettre la récupération de la souche par ensemencement secondaire sur 

milieu solide des lysats de culture ou des broyats de foie ou de rate prélevés sur les 

animaux moribonds43,63. Ces techniques nécessitant à la fois des installations et une 

maitrise technique spécifique sont réservées à certains centres spécialisés. 
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Figure 8 : Culture de F. tularensis 
subsp. holarctica sur milieu chocolat 
PolyViteX (bioMérieux®) après 48 
heures d’incubation à 37°C en 
atmosphère aérobie enrichie avec 5% 
de CO2 (CNR Francisella – CHU de 
Grenoble) 

 

 

L’identification des cultures peut 

être réalisée par technique 

biochimique. F. tularensis ne présente 

pas d’activité oxydase et ne fermente 

qu’un nombre limité de sucres, sans 

production de gaz. La mise en 

évidence de la fermentation du 

glucose, du glycérol, du maltose et de 

la citrulline permet la distinction des 

différentes sous espèces de F. 

tularensis28,43. Aujourd’hui, l’avènement 

de la spectrométrie de masse par 

technique MALDI-TOF pour 

l’identification des bactéries permet 

également la différenciation au niveau

 

de la sous espèce des bactéries du genre Francisella64. D’autres techniques 

permettent d’identifier F. tularensis à partir des cultures ou directement dans les 

prélèvements. La biologie moléculaire apporte de nombreuses solutions. Des outils 

utilisant la réaction de polymérisation en chaine (PCR) en temps réel (RT-PCR) ont 

été développés ces dernières années permettant la détection sensible et spécifique 

de F. tularensis. Plusieurs cibles génomiques ont été utilisées pour le développement 

des essais, comme par exemple des gènes codant pour des protéines membranaires 

(tul4 et fopA), des déterminants antigéniques (pdpD), et des éléments mobiles 

isftu262. Cette dernière présente l’avantage d’avoir plusieurs copies dans le génome 

de la bactérie (16-18 copies pour F. tularensis subsp. tularensis et 41-57copies pour 

F. tularensis subsp. holarctica)31, augmentant la sensibilité du test62. La 

différenciation des espèces et sous espèces est également maintenant réalisée par 

techniques de biologie moléculaire. La PCR conventionnelle ou en temps réel, basée 

sur la mise en évidence de RD34 et ou de gènes spécifiques d’espèces62 ; le 

séquençage de la zone inter-génique entre les gènes codant pour les ARN16S et 

23S65 ou l’étude des VNTR33 permettent d’établir cette distinction dans la plupart des 

laboratoires pratiquant la biologie moléculaire. 
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Les techniques immunologiques sont beaucoup moins utilisées dans le diagnostic 

direct de la tularémie. Si l’immunofluorescence directe, l’ELISA ou 

l’immunohistochimie ont longtemps été mises en œuvre pour l’indentification de 

Francisella dans les prélèvements d’origine animale et environnementale en 

recherche, seule l’immunohistochimie a montré un intérêt en diagnostic humain. Son 

usage reste très restreint, la PCR étant privilégiée pour sa sensibilité et l’accessibilité 

de ses réactifs62. Le développement de ces techniques n’est toutefois pas 

abandonné. Même si leurs sensibilités n’atteignent pas celles des tests de biologie 

moléculaire, leur rapidité et facilité de mise œuvre reste un avantage, notamment 

pour les tests immunochromatographiques66. 

 Les techniques immunologiques demeurent très utilisées dans le diagnostic 

indirect de la tularémie. Le sérodiagnostic a souvent une utilité rétrospective, 

l’apparition des anticorps étant trop tardive pour permettre l’instauration rapide d’un 

traitement. Les anticorps apparaissent chez le patient en 10 et 20 jours post-

infection43. Toutes les classes d’anticorps synthétisées lors de la réaction immunitaire 

(IgM, IgG et IgA) le sont simultanément, et sont présentes dans le sérum du patient 

pendant plusieurs années, ce qui explique les difficultés parfois rencontrées pour 

dater une infection par ce biais62. Il existe des réactions croisées notamment avec les 

infections à Brucella, Yersinia, Legionella ou Salmonella41. Les critères 

d’interprétation diagnostique peuvent dépendre de la technique utilisée et du 

laboratoire effectuant le test, mais correspondent habituellement à un titre d’anticorps 

supérieur ou égal à 160 ou une multiplication du titre par 4 sur une période de 2 

semaines à 1mois41,58. 

De nombreuses techniques immunologiques sont utilisées : Micro-agglutination 

(MAT), ELISA, immunofluorescence indirecte, immunochromatographie, microarray 

ou western blot. Les antigènes utilisés sont, soit des antigènes de la membrane 

externe (protéique ou glycoprotéique, LPS), soit des extraits de bactéries entières 

tuées58,67. 

2.4 Prophylaxies et Traitements 

Deux lignes directrices peuvent être observées concernant la prophylaxie de la 

tularémie. La première ligne correspond à la réduction du contact avec les sources 

de contamination. Comme nous l’avons vu précédemment, ce réservoir est très 

variable et les mesures prises doivent être adaptées à ce dernier, et mise en place 
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dans les zones identifiées comme des foyers récurrents de la maladie. Ces mesures 

pourraient être aussi variables que par exemple, le port de vêtements à manches 

longues, de pantalon et d’un couvre-chef pour les travailleurs en forêt en prévention 

des contaminations par morsure de vecteurs ; le port de gant et de masques lors de 

la prise en charge de carcasses de lagomorphes et rongeurs par les chasseurs ; la 

décontamination de l’eau de source utilisée pour la boisson et la maitrise du contact 

des stocks de nourriture avec les rongeurs.  

De manière complémentaire, le maintien de l’information sur les zones d’endémie 

pour les personnels médicaux permettrait la réduction du délai diagnostique en 

dehors des épisodes épidémiques.  

Le second axe de prévention de la tularémie est basé sur la vaccination. Le 

premier vaccin a été développé dans le second quart du XXème siècle en U.R.S.S. 

par El’bert, Gaiskii et Kudo. Ce vaccin, inoculé par voie dermique est développé à 

partir de souches atténuées par passages sur milieux de culture artificiels. De 

grandes campagnes de vaccination ont alors été menées à la fois dans la population 

et les personnels de laboratoire de production de la bactérie montrant une incidence 

20 fois inférieure dans les populations vaccinées. Cependant une part non 

négligeable de cette population (0,17%) développait une forme de tularémie de 

gravité moyenne dans les 15 jours suivant l’inoculation68. Deux de ces souches 

atténuées furent transférées aux USA en 1956, desquelles la souche vaccinale de F. 

tularensis subsp. holarctica dites Live Vaccine Strain (LVS) fut dérivée. Cette souche 

est aujourd’hui le seul vaccin efficace connu conférant une protection contre la 

tularémie. Cependant, son utilisation sur la population n’est toujours pas approuvée, 

eut égard à l’absence de caractérisation de la réponse protectrice chez l’homme et 

au manque de stabilité (virulence et immunogénicité) de cette souche après 

repiquages successifs29. De nombreuses recherches sont en cours à la fois pour 

identifier les déterminants génétiques de l’atténuation de cette souche69, et pour 

développer des vaccins alternatifs à base de bactéries tuées ou d’antigènes 

originaires du cytoplasme ou de l’enveloppe bactérienne29.  

Le traitement de la tularémie est aujourd’hui principalement basé sur 

l’antibiothérapie. Historiquement, la tularémie était traitée par la streptomycine. Cet 

aminoside n’étant plus disponible dans plusieurs pays, la gentamicine lui est souvent 

substituée. Son utilisation est réservée aux cas sévères de tularémie. En effet, sa 

voie d’administration (parentérale) et sa potentielle toxicité nécessitent une 
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surveillance médicale stricte70. Les dernières recommandations de l’organisation 

mondiale de la santé (OMS) préconisent l’administration en deux doses quotidiennes 

de 5mg/kg/jour de gentamicine sur une période de 10 jours, cette période pouvant se 

prolonger jusqu’à amélioration des symptômes pour les cas sévères43.   

Les tétracyclines sont également une alternative thérapeutique pour la tularémie. 

L’utilisation de cette classe d’antibiotique est limitée aux cas de sévérité modérée.  

Leur action bactériostatique nécessite une durée de traitement minimale de 15jours 

correspondant à la mise en place de l’immunité à médiation humorale. La posologie 

recommandée pour la doxycycline est de 200mg/jour en deux prises par voie orale 

pour les adultes. L’utilisation des tétracyclines est proscrite pour les enfants avant 8 

ans et les femmes enceintes43.  

Enfin, la troisième alternative thérapeutique contre la tularémie est l’utilisation des 

fluoroquinolones. Même si cette alternative n’est actuellement pas validée par la 

Food and Drug Administration (FDA)43, des études montrent que les deux sous 

espèces tularensis et holarctica sont sensibles à cette classe d’antibiotique71, et 

qu’ils présentent une activité bactéricide in vitro et in cellulo72. Les doses 

recommandées pour la ciprofloxacine sont de 1000mg/jour par voie intraveineuse ou 

orale chez l’adulte et de 15mg/kg/jour pour les enfants, le traitement devant être 

prolongé au moins 10jours43. 

3 Les Fluoroquinolones 
 Les quinolones sont des antibiotiques de synthèse décrits pour la première 

fois dans les années 1960. La première molécule décrite comme appartenant à cette 

classe d'antibactériens était l'acide nalidixique73. Sur le plan chimique, ces molécules 

sont composées d'un cycle pyridine affublé d'une fonction cétonique en position 4 et 

d'un groupement carboxylique en position 3. L'azote de ce cycle peut être 

diversement substitué (ex : fonction éthyle pour l'acide nalidixique). Est accolé à ce 

premier cycle, un second cycle aromatique dont la nature varie en fonction de la 

molécule (ex : une pyridine pour l'acide nalidixique)74. De par leurs propriétés 

pharmacocinétiques et leurs effets secondaires, ces molécules ne sont utilisées dans 

un premier temps que chez l'adulte pour le traitement des infections urinaires75. 

C'est dans les années 1980, avec la modification de ce noyau (notamment par 

l'addition d'un atome de fluor en position 6 et d'un troisième cycle aromatique en 

position 7)74 que les nouvelles quinolones, nommées fluoroquinolones, vont 
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connaître un véritable essor. Ces modifications vont tout d'abord entraîner un 

élargissement du spectre d'action de ces antibiotiques. Alors que la première 

génération n'était utilisée que contre les bactéries aérobies à gram négatif, la 

seconde génération voit son utilisation étendue au traitement des infections par les 

bactéries aérobies à gram positif75. D'autres modifications, comme par exemple, la 

substitution en C8 d'un atome halogène ou encore par l'addition à cette position 

d'une fonction methoxy vont faire émerger de nouvelles générations de 

fluoroquinolones (3ème et 4ème génération) actives notamment contre le 

pneumocoque et certaines bactéries anaérobies. Ces modifications structurales vont 

entraîner en plus d'un élargissement du spectre d'action, une amélioration des 

propriétés pharmacocinétiques. Parmi les améliorations les plus importantes, nous 

pouvons noter un allongement de la demi-vie d'élimination, une meilleure pénétration 

dans les tissus, ainsi qu'une amélioration de l'efficacité d'un traitement par voie orale 

et une meilleure activité in vivo. Ces modifications vont permettre d'élargir les 

indications thérapeutiques de cette classe d'antibiotique à d'autres infections que 

celles de la sphère urinaire (infections respiratoires, infections cutanées, ostéites et 

infections articulaires, etc.)73. 

Figure 9 : Structure des quinolones et 
fluoroquinolones (dans Drlica et Zhao, 
Microbiology and molecular biology, 
1997) 

 

 

 Les principaux effets 

indésirables associés aux 

fluoroquinolones sont la cardiotoxicité, 

l'hépato-toxicité et l'hypoglycémie. Ces 

derniers semblent plus fréquents et 

plus sévères avec les  

fluoroquinolones comportant un atome 

d’azote en position 8. Un autre effet 

indésirable important est la photo-

toxicité. Ce dernier est lié à 

l'accumulation de l'antibiotique au 

niveau cutané. Cet effet est molécule 

dépendant73. 
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3.1 Mécanisme d’action 

 L’action antimicrobienne des fluoroquinolones est basée sur l’inhibition 

partielle de l’activité enzymatique des topoïsomérases de type II : l’ADN gyrase et la 

topoïsomérase IV. Ces deux enzymes cytoplasmiques sont homologues. Ce sont des 

tétramères constitués de 2 homodimères des sous-unités GyrA et GyrB pour l’ADN 

gyrase, et ParC et ParE pour la topoïsomérase IV, respectivement codés par les 

gènes gyrA et gyrB, et parC et parE76.  

L’ADN gyrase tient un rôle majeur dans des fonctions cellulaires vitales comme la 

réplication et la transcription par son activité régulatrice ATP-dépendante sur le 

super-enroulement du chromosome bactérien. Son action se déroule en trois 

étapes : 1/ L’ADN gyrase introduit dans la molécule d’ADN double brin une cassure, 

2/ l’ADN, positivement enroulé autour de l’enzyme est passé au travers de cette 

cassure, 3/ l’enzyme répare la coupure de l’ADN double brin précédemment 

introduite77. La partie N-terminale de la sous-unité GyrA assure l’introduction et la 

stabilisation de la cassure dans l’ADN double brin. Le rôle de la partie C-terminale de 

GyrA est moins clair. Ce fragment (acide aminés 572 à 875) présente cependant une 

forte affinité pour les fragments d’ADN, laissant supposer son implication dans 

l’enroulement de ce dernier autour de l’enzyme78.  

Figure 10 : Cycle de l’activité de super-enroulement de l’ADN par l’ADN gyrase et 
action des quinolones (dans Hawkey, Journal of antimicrobial chemotherapy, 2003) 
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La topoïsomérase IV diffère de l’ADN gyrase par l’absence d’enroulement de la 

molécule d’ADN autour de l’enzyme. Cette distinction confère à cette enzyme une 

fonction de caténation/décaténation des ADN double brins, elle aussi réalisée par 

introduction de cassure double brins. L’action de cette enzyme est indispensable 

dans les dernières étapes de la réplication. Notons que l’ADN gyrase présente 

également une capacité de décaténation, mais son activité est 100 fois inférieure à 

celle de la topoïsomérase IV77.     

Les quinolones, en se fixant sur la molécule d’ADN au niveau de la cassure 

induite par les topoïsomérases de type II, vont inhiber le ré-appariement de la 

molécule d'ADN double brins clivée par la formation d'un complexe enzyme-

antibiotique-ADN stable. L’impact des fluoroquinolones sur la survie bactérienne se 

fait suivant deux modalités. D’une part, les quinolones induisent une stase 

bactérienne par l’inhibition de la synthèse d’ADN résultant du blocage de la fourche 

de réplication. D’autres parts, la stabilisation des coupures du chromosome bactérien 

entraine la mort de la bactérie77.    

 La cible de ces molécules antibactériennes étant située au niveau du 

cytoplasme, elles doivent pour l'atteindre, traverser les membranes externes et 

internes des bactéries à Gram négatif. Les fluoroquinolones empruntent pour cela 

des porines de la membrane externe permettant le passage de molécules 

hydrophiles d'un poids moléculaire inférieur à 600g/mol (232<MWquinolone<360). 

Pour les fluoroquinolones hydrophobes (comme l'acide nalidixique ou la pefloxacine), 

elles passeraient  par les mêmes porines après chélation à un ion magnésium. Une 

seconde voie d'entrée, directement au travers de la membrane externe est possible 

pour les composés plus hydrophobes79. 

3.2 Mécanismes de résistance 

 Deux mécanismes majeurs de résistance aux fluoroquinolones ont été 

identifiés à ce jour chez les bactéries à Gram négatif : la modification des cibles et la 

diminution d'accumulation intra-cytoplasmique d'antibiotique par efflux actifs ou 

diminution de la perméabilité membranaire. Plus rarement, la résistance aux 

fluoroquinolones peut être d’origine plasmidique par protection de la cible ou 

modification de l’antibiotique. Étudions pour chacun d'eux les modalités d'actions 

chez les bactéries à Gram négatif. 
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 3.2.1  Modification des cibles 

 La modification des cibles a été le premier mécanisme de résistance aux 

fluoroquinolones identifiées chez les bactéries à Gram négatif. Cette modification est 

causée par une mutation des gènes codant pour les sous unités de l'ADN gyrase et 

de la topoïsomérase IV.  

Les mutations les plus fréquentes chez les bactéries à Gram négatif sont 

situées au niveau de la sous-unité A de l'ADN gyrase. Ces mutations impactant le 

gène gyrA sont pour la plupart situées dans une région du gène appelée Quinolone 

Resistance-Determining Region (QRDR). Cette dernière est localisée à proximité du 

site de fixation ADN- sous-unité A de l'enzyme (tyrosine 122), entre l'acide aminé 67 

et 106. Les acides aminés en positions 83 et 87 sont particulièrement concernés. Le 

niveau de résistance conféré par une mutation dépend de la position de la 

substitution et de la nature de l'acide aminé substitué, ainsi que de la structure de la 

molécule concernée. Par exemple, la mutation la plus fréquente chez les bactéries 

Gram négatif se situe en position 83. Elle confère des résistances de haut niveau à la 

fois pour les quinolones et les fluoroquinolones, même si la résistance aux 

quinolones reste plus élevée que pour les molécules de générations plus 

récentes76,79. Nous pouvons noter que certaines mutations ont été trouvées 

légèrement à l'extérieur du QRDR (acide aminé en position 51, 131, 139, 196)79,80. 

Une fois la sensibilité aux quinolones diminuée par une mutation du gène 

gyrA, de nouvelles mutations peuvent apparaître sur le même gène ou sur les gènes 

codant pour les autres sous-unités concernées. Ces mutations additionnelles ont 

pour effet d'augmenter le niveau de résistance s'ajoutant à l'effet de la première 

mutation76. 

 Les modifications de la sous-unité B de l'ADN gyrase peuvent entraîner des 

résistances de bas niveaux quand elles sont caractérisées isolément de toutes 

autres mutations. Très peu rencontrées chez des souches isolées d'échantillons 

cliniques, les variations de sensibilité engendrées sont molécules et mutations 

dépendantes. Le QRDR de ce gène déterminé chez Escherichia coli se situe au 

niveau des acides aminés 426 et 447. Pour d'autres espèces bactériennes étudiées 

(Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Proteus mirabilis) des mutations 

peuvent être trouvées en dehors de cette zone, notamment au niveau des acides 

aminés 463 à 46679–81. 
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 La topoïsomérase IV est une cible secondaire des quinolones pour les 

bactéries à Gram négatif. Les mutations de cette topoïsomérase n'entraînent une 

résistance qu'en présence d'une mutation sur la sous-unité gyrA. Elles ont pour effet 

d'accroître significativement la résistance aux quinolones des souches mutées. Les 

deux sous-unités de l'enzyme peuvent être touchées. L'homologie entre les deux 

enzymes peut expliquer que la localisation des QRDR soit sensiblement la même 

pour gyrA et parC (acides aminés 56 à 108 sur ParC de E. coli), et gyrB et parE 

(acides aminés 416 à 464, une mutation décrite en 529 pour ParE)79,80. 

 3.2.2  Diminution intra-cytoplasmique de la concentration 

 Étudions maintenant le mécanisme de résistance aux quinolones par défaut 

d'accumulation d'antibiotique intra-cytoplasmique. Nous avons vu précédemment que 

pour atteindre leurs cibles, les quinolones devaient pénétrer dans la cellule. Deux 

solutions ont émergé pour limiter la quantité d'antibiotique intra-cytoplasmique : soit 

l'entrée de l'antibiotique dans la cellule est limitée, soit l'antibiotique rentre dans la 

cellule mais est aussitôt évacué à l'extérieur de celle-ci. 

 Le premier mécanisme correspond à une résistance par défaut d'accumulation 

causé par une diminution de la perméabilité membranaire. Les mécanismes mis en 

jeu dans ce type de résistance sont peu connus. Nous pouvons cependant distinguer 

deux types d'anomalies des porines permettant l'entrée des fluoroquinolones dans la 

bactérie. D'une part, une anomalie qualitative par modification des porines. D'autre 

part, une anomalie quantitative par diminution de l'expression de ces mêmes porines. 

 Le second mécanisme implique des pompes à efflux actifs, très souvent 

exprimées de manière naturelle chez les bactéries. Elles ont plusieurs fonctions :   

• l'extrusion de produits toxiques exogènes (métaux lourds, détergents, 

antibiotiques, etc.) 

• l'extrusion de produits toxiques endogènes (métabolites) 

• l'excrétion de toxines dans le milieu extérieur82. 

 Nous pouvons distinguer deux grands groupes de pompes divisées suivant la 

source d'énergie utilisée : les pompes de types ABC (ATP-binding cassette) et les 

pompes de type PMF (Proton Motive Force). 

Les premières sont qualifiées de transporteurs primaires et utilisent comme source 

d'énergie l'ATP. Situées au niveau de la membrane plasmique, elles sont plus 
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souvent retrouvées chez les eucaryotes. Dans le domaine de la résistance aux 

antibiotiques chez les procaryotes, elles sont souvent spécifiques d'une classe 

d'antibiotique, même s'il existe un nombre limité de pompes dites MDR (MultiDrug 

Resistante) ABC, notamment chez les bactéries à Gram négatif83. 

Les secondes sont des transporteurs secondaires. Ces pompes sont ainsi 

qualifiées car elles associent diffusion facilité de protons (H+, Na+) et transport actif 

de molécules. Elles sont divisées en quatre grands groupes : 

• Les pompes de type MFS (Major Facilitator Superfamily) sont localisées au 

niveau de la membrane plasmique. Retrouvées fréquemment chez les 

bactéries à Gram positif et négatif, elles ne reconnaissent qu'un nombre limité 

de classes d'antibiotiques, et éventuellement les fluoroquinolones. 

• Les pompes de types RND (Resistance Nodulation Division) sont exprimées 

par les bactéries à Gram négatif. Elles reconnaissent un large spectre de 

molécules dont les fluoroquinolones. Ce sont les seules pompes qui peuvent 

excréter directement les molécules dans le milieu extérieur grâce à leur 

architecture sous forme de complexe protéique tripartite. Ce complexe associe 

un transporteur de la membrane plasmique, un canal protéique périplasmique 

(MFP : Membrane Fusion Protein) et une porine de la membrane externe. 

Nous pouvons noter que ces trois éléments sont codés par un unique opéron. 

• Les pompes MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion) s'apparentent 

aux pompes MFS. Elles ont été décrites chez des bactéries à Gram positif et 

négatif, et sont capables d'extruder les fluoroquinolones. Elles se situent au 

niveau de la membrane plasmique. 

• Les pompes SMR (Small multidrug Resistance) sont, comme leur nom 

l'indique, les plus petits transporteurs de ce groupe. Elles sont impliquées 

dans le transport des molécules cationiques lipophiles. Elles ne permettent 

donc pas le transport des fluoroquinolones83,84. 
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Figure 11 : Représentation schématique des cinq familles de pompes d’efflux (dans 
Cattoir, Pathologie Biologie, 2004) 

 

   Ces transporteurs peuvent conférer chez les bactéries à Gram négatif, une 

résistance naturelle pour certaines classes d'antibiotiques si les pompes à efflux sont 

associées à un mécanisme d'imperméabilité membranaire. 

La résistance peut également émerger après mutation des régions régulatrices ou 

des gènes codant pour des protéines régulatrices, engendrant une hyper-activation 

du système d'efflux. La complexité du système de régulation de ces pompes rend 

difficile l'étude génétique de ces dysfonctionnements79. 

 3.2.3  Mécanismes de résistance plasmidiques 

 Le plasmide pMG252 a été découvert en 1994 dans une souche de Klebsiella 

pneumoniae isolée d’un prélèvement urinaire en Alabama, USA. Ce dernier portait 

des gènes codant pour des protéines conférant une résistance à différentes classes 

d’antibiotiques, dont qnrA pour les fluoroquinolones. Ce gène code pour une protéine 

de 218 acides aminés de la famille des pentapeptide-repeat85, dont certains 

représentants proches (18 à 20% d’identité de séquence) montrent une structure 

tridimensionnelle et une répartition de charge proche de l’ADN. QnrA en interagissant 

avec les topoïsomérases de type II inhiberait partiellement les interactions gyrase-

ADN, réduisant ainsi les opportunités pour les fluoroquinolones de stabiliser les 

coupures introduites dans le chromosome bactérien. La présence de ces gènes 

confère une augmentation de résistance de 32 à 125 fois la CMI pour les 

fluoroquinolones et de 4 à 8 fois pour l’acide nalidixique. Des variants du gène qnrA 

ont plus tard été identifiés notamment chez Salmonella antum (qnrS), Shewanella 
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algae (qnrA3-5) ou K. pneumoniae (qnrB) portés par différents plasmides86.   

 Les souches porteuses du plasmide pMG252 présentant une certaine 

hétérogénéité dans leur CMI vis-à-vis de la ciprofloxacine, un second mécanisme de 

résistance a été recherché sur les plasmides. Cette étude a permis la mise en 

évidence d’un nouveau variant d’une aminoside acétyl-transférase AAC(6’)-Ib 

baptisée AAC(6’)-Ib-cr. Cette dernière diffère par deux mutations ponctuelles 

affectant les acides aminés 102 et 179. Elle présente la capacité d’ajouter un 

groupement acétyl sur l’azote du substitut pipérazine greffé en position 7 du noyau. 

Ce mécanisme n’affecte que la ciprofloxacine et la norfloxacine, seules 

fluoroquinolones non substituées pour cette position. Il confère seul un niveau 

modeste de résistance (4 fois la CMI) pour ces molécules. Il est cependant très 

souvent couplé à la présence du gène qnr, leur association élevant la résistance de 

la souche à un niveau cliniquement significatif85,86. 

4 F. tularensis subsp. holarctica et antibiothérapie 

4.1 Détermination de la sensibilité aux antibiotiques 

 4.1.1  Remarques préliminaires sur la méthodologie 

De nombreuses études ont été menées visant à déterminer le profil de 

sensibilité aux antibiotiques des souches de F. tularensis subsp. holarctica par la 

détermination des Concentrations Minimales inhibitrices (CMI). Elles ont permis 

l’analyse de très nombreuses souches provenant de l’ensemble de l’hémisphère 

nord. Nous avons résumé les résultats de ces études dans le Tableau 1 : Revue des 

résistances aux antibiotiques chez F. tularensis subsp. holarctica dans la littérature pour 

différents représentants des molécules utilisées dans le traitement (ciprofloxacine, 

gentamicine, tétracycline, chloramphénicol) ainsi que pour l’érythromycine, la 

rifampicine et le linezolide38,71,87–98.  

Pour l’interprétation des résultats, nous nous référons aux recommandations de 

l’organisation mondiale de la santé (OMS). Ces dernières se basent sur les critères 

du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) donnant les valeurs suivantes 

pour les limites de sensibilité : ≤0,5mg/L pour la ciprofloxacine, 4,0mg/L pour la 

gentamicine, la doxycycline et la tétracycline et 8,0mg/L pour le chloramphénicol.43 

Pour les autres molécules antibiotiques, nous utiliserons les valeurs limites du 

Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CA-SFM) 
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201699.  

 Avant de présenter ces résultats, la comparaison de ces derniers nécessite la 

prise compte des biais potentiels suivants. Tout d’abord la plupart des souches 

étudiées ont été isolées dans des régions diverses de l’Hémisphère Nord. Or il existe 

des disparités régionales concernant la résistance antibiotique,  comme pour la 

résistance à l’érythromycine pour les souches de F. tularensis subsp. holarctica 

d’Europe de l’Est28.  

Ensuite, il existe une grande disparité concernant les méthodes utilisées. Trois  

méthodes ont été utilisées pour la détermination des CMI : les dilutions en Agar, les 

microdilutions en milieu liquide et les bandelettes imprégnées d’antibiotiques. De 

plus, pour chaque méthode les milieux de culture utilisés sont très différents. Valade 

et al. et Origgi et al. ont montré que la modification de la technique et du milieu de 

culture pouvait influencer de manière importante les résultats en fonction des 

molécules testées38,97.  

Enfin, comme rappelé dans les recommandations de l’OMS, la lecture des CMI de 

Francisella, particulièrement par technique de micro dilutions en milieu liquide est 

délicate. Un effet de repousse résiduelle est présent, particulièrement pour les 

antibiotiques bactériostatiques43. Ce phénomène de trainées rend difficile 

l’interprétation de la CMI et peut introduire un biais non négligeable dans l’évaluation 

de cette dernière.  

 4.1.2  Sensibilités antibiotiques chez F. tularensis subsp. 
holarctica 

  Les différentes études présentent un certain nombre de résultats convergents. 

L’ensemble des souches testées sont sensibles aux antibiotiques préconisés en 

thérapeutique, à savoir les fluoroquinolones, les aminosides et les tetracyclines (cf. 

Tableau 1 : Revue des résistances aux antibiotiques chez F. tularensis subsp. holarctica 

dans la littérature). La seule exception est la publication de García del Blanco et al. 

pour laquelle seule les fluoroquinolones et le chloramphénicol semblent présenter 

une activité. Les auteurs remettent en cause ces niveaux de sensibilité invoquant 

une diminution de ces valeurs liée au milieu de culture utilisé pour la méthode par 

microdilution en milieu liquide, le Müller Hinton (MH) II modifié (mMHII) par ajout 

d’ion calcium et magnésium, de glucose, d’IsoVitaleX™ et de pyrophosphate ferric87. 

Cette analyse semble être confirmée par les résultats obtenus par Origgi et al. qui 
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montrent une augmentation de 8 et 16 fois la CMI pour la gentamicine et la 

tétracycline, respectivement. Cette augmentation est observée avec l’utilisation de 

milieu mMHII comparé au milieu recommandé par le CLSI : le Cation-Adjusted MH 

(CAMH) modifié par ajout de 2% de PolyViteX™ (mCAMH)38. 

 Pour les autres antibiotiques testés, trois tendances se dessinent. La 

rifampicine présente des valeurs de CMI entre 0,094 et 2,0mg/L, correspondant à 

des souches sensibles ou de sensibilité intermédiaire. Cette variabilité observée peut 

être en partie liée à la modification de technique. En effet, Valade et al. ont montré 

une augmentation importante des valeur de CMI pour la rifampicine quand la 

détermination était réalisée avec les bandelettes E-test comparé à la méthode de 

dilutions en agar97.  

La sensibilité au linézolide n’a été évaluée que dans 3 études, cet antibiotique étant 

traditionnellement utilisé pour traiter les infections causées par des bactéries à Gram 

positif. Seule la méthode par diffusion a été utilisée mais sur trois milieux de culture 

différents. Pour deux de ces études, les souches isolées en Hongrie et aux USA sont 

toutes résistantes avec des valeurs de CMI supérieures à 4,0mg/L71,93. La troisième 

étude réalisée sur 39 souches isolées en Anatolie Centrale montre au contraire une 

sensibilité vis-à-vis du linézolide avec des valeurs de CMI allant de 0,5-2,0mg/L98. 

L’origine de cette variabilité n’est pas connue et nécessite des investigations 

complémentaires. Elle pourrait par exemple être liée aux différents milieux de culture 

utilisés ou à une variabilité régionale. 

Enfin, les différentes études ont pu mettre en évidence les résistances 

naturelles aux β-lactamines, céphalosporines, carbapénèmes et érythromycine. 

L’ensemble des souches sont résistantes aux β-lactamines. Concernant les 

céphalosporines et les carbapénèmes, la majorité des souches testées présentent 

des résistances de haut niveau. Seules les souches japonaises100 et autrichiennes95 

testées présentent une hétérogénéité vis-à-vis des carbapénèmes et les souches 

japonaises vis-à-vis des céphalosporines100. Pour l’érythromycine, deux populations 

de F. tularensis subsp. holarctica sont identifiées : l’une sensible 

(0,094mg/L≤CMIEry≤4,0mg/L) et l’autre résistante à haut niveau (CMIEry≥256mg/L). 

La répartition géographique suit une ligne de séparation Est/Ouest passant par la 

péninsule scandinave, et la Suisse. La région Ouest, où les souches de biovar I et 

japonica, sensibles à l’érythromycine, sont endémiques des pays de l’hémisphère 

Nord allant du Japon à la France ; et la région Est où les souches de biovar II 
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résistantes à l’érythromycine sont présentes, inclut les pays de l’hémisphère Nord 

allant de la Suisse à la Russie. Une « zone grise » où les deux biovars cohabitent 

peut être identifiée, cette dernière incluant les pays à l’Est de la France, jusqu’à la 

Turquie.    

4.2 Mécanismes de résistance identifiés chez F. tularensis 

Comme nous l’avons vu précédemment, F. tularensis  présente certaines 

résistances naturelles vis-à-vis de certaines classes d’antibiotiques. Certains 

mécanismes à l’origine de ces phénotypes ont été étudiés.  

La résistance aux β-lactamines présente chez l’ensemble des souches de F. 

tularensis subsp. holarctica testées a des origines multiples. Deux au moins ont été 

identifiées. L’une est liée à la production d’une β-lactamase constitutive de classe A : 

FTU-1. Cet enzyme identifié chez l’ensemble des Francisella présente une activité 

importante sur les pénicillines avec restitution partielle de l’activité en association 

avec un inhibiteur de β-lactamase. L’activité de cet enzyme est relativement faible 

sur les céphalosporines et les carbapénèmes et n’impacte pas ou peu la résistance 

d’une souche d’E. coli l’exprimant101. L’autre mécanisme de résistance associé à la 

résistance aux β-lactamines est une pompe d’efflux de type RND. L’inactivation de ce 

système entraine chez le mutant nul un phénotype de sensibilité vis-à-vis des β-

lactamines testées (pénicillines et céphalosporines). Notons que ce système d’efflux 

est également impliqué dans l’export d’autres antibiotiques et molécules toxiques ; 

ainsi que dans la capacité d’infection102.       

La résistance à l’érythromycine observée chez les souches de biovar II de F. 

tularensis subsp. holarctica n’a pas été formellement identifiée. Des comparaisons 

génomiques ont montré la présence d’une mutation sur le gène rrl codant pour l’ARN 

ribosomal 23S. Cette mutation (2059A>C) est bien connue pour altérer l’interaction 

des macrolides avec la sous-unité ribosomale 50S, cible de cette classe 

d’antibiotiques103.  

Enfin, une étude bioinformatique ciblant les systèmes d’efflux ABC de F. tularensis a 

mis en évidence deux systèmes pouvant potentiellement être impliqués dans l’export 

de molécules antibiotiques104.  
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Tableau 1 : Revue des résistances aux antibiotiques chez F. tularensis subsp. holarctica dans la littérature 

Publication 
  Souches de F. tularensis subsp. 

holarctica   
Détermination de la CMI   Intervalle des valeurs de CMI (mg/L) 

 
Env/Hum Date  Région 

 
Méthode Milieu Culture 

 
CIP GEN TET ERY CHL LNZ RIF 

García del 
Blanco et al.   

34/8 1997-1999 Espagne 
  

micro dilution  mMHb 
  

0,06-0,25 1,0-8,0 4,0-64 2,0->4,0 ≤8,0 NT NT 

Georgi et al. 53/16 2012a 
Hémisphère 

Nord micro dilution  mCAMHc ≤0,031-0,125 ≤0,25-0,5 
≤0,125-

2,0 1,0-≥32 1,0-4,0 NT ≤0,5-2,0 

Gestin et al. 4/3 2010a France micro dilution  
MH II + 2% 
PolyViteX™ 

0,06-0,125 0,25-1,0 0,25 2,0-4,0 NT NT 0,125-1,0 

Hotta et al. 7/27 1926-1989 Japon Diffusion Chocolate II™ 0,003-0,023 0,023-0,5 0,094-1,5 0,094-1,5 NT NT NT 

Ikäheimo et al. 18/20 2000a Finland Diffusion 
Bacto™ heart 
agar + 2%SBd 0,008-0,023 0,38-1,5 0,094-0,5 NT 

0,125-
0,5 NT 0,094-0,38 

Johansson et 
al. 16 1996-2001 USA Diffusion 

MH II + 1% 
isovitalex 0,016-0,064 0,016-0,125 0,125-2,0 0,125-1,0 0,25-1,0 4,0-16 0,125-1,0 

Kiliç et al. 40/210 2009-2012 Turquie Diffusion CHABe 0,004-0,023 0,094-0,38 0,094-0,5 1-256 0,094-
0,75 

NT 0,125-1,0 

Kreizinger et al. 29/0 2003-2010 Hongrie Diffusion 
Francis Agar 

modifiée 0,047g 0,75g 0,5g >256g 1,5g 32g 1,0g 

Marinov et al. 7/1 1998-2005 Bulgarie Diffusion GCBAf 0,023-0,064 0,023-0,25 NT ≤2,0->256 NT NT NT 

Origgi et al. 17/7 1996-2013 Suisse micro dilution  mCAMH ≤0,06 ≤0,12-0,25 ≤0,25 2,0-≥32 ≤2,0 NT NT 

Tomaso et al. 47/3 1992-1998 Autriche Est Diffusion Bacto™ heart 
agar + 10%SB 

0,003-0,125 0,094-2,0 0,38-3,0 8,0-≥256 0,023-
2,0 

NT 0,25-2 

Urich et al. 77 1974-2005 USA-
Canada micro dilution  mCAMH 0,004-0,06 0,03-0,5 0,25-4,0 0,5-4,0 0,5-4,0 NT NT 

Valade et al. 68/3 1996-2005 France Agar Dilution MH II 0,015-0,03 0,03-0,5 0,125-1,0 NT 0,25-2,0 NT 0,125-0,25 

Yesilyurt et al. 
  

0/39 2009-2010 
Anatolie 
Centrale   

Diffusion GCBA + 9% SB 
  

0,008-0,016 0,094-0,25 0,125-0,5 >256 
0,094-
0,25 

0,5-
2,0 

0,25-1,0 
a : année de publication, quand les années d’isolement des souches n’étaient pas disponible, b : Muller Hinton modifié, c : modified cation adjusted muller hinton, d : 

sang de mouton, e : cystein heart agar with chocolatized 9% sheep blood, f : glucose cystein blood agar, g : CMI90, CIP : ciprofloxacine, GEN : gentamicine, TET : 

tétracycline ou doxycycline, ERY : érythromycine, CHL : Chloramphénicol, LNZ : linézolide, RIF : rifampicine.  
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5 Tularémie et traitement antibiotique 

5.1 Evaluation in cellulo et in vivo de l’antibiothérapie 

F. tularensis étant une bactérie intracellulaire facultative, la question de la 

biodisponibilité des molécules antibiotiques dans ce compartiment est essentielle. 

L’activité in cellulo  de F. tularensis  subsp. holarctica a été évaluée sur une lignée de 

macrophage-like murine. Cette étude a confirmé l’absence d’activité pour les 

pénicillines, la clarythromycine et le thiamphénicol. Le ceftriaxone est inactif à faible 

dose (10µg/mL) et bactériostatique à dose plus importante (100µg/mL), tout comme 

le cotrimoxazol et l’érythromycine. Les autres molécules testées permettent la 

diminution de la charge bactérienne intracellulaire. Les aminosides testés 

(amikacine, streptomycine et gentamicine) ont une activité bactéricide retardée (72h) 

et dose dépendante. La telithromycine présente un profil similaire avec une action 

maximale mesurée à 72 heures. La doxycycline et les fluoroquinolones (ofloxacine et 

ciprofloxacine) présentent l’action la plus rapide et la plus intense avec une 

diminution de la charge bactérienne supérieure à 2,5log, stabilisée après 48 

heures72. 

Ces résultats obtenus in cellulo sont corrélés avec les expérimentations 

réalisées in vivo. Très tôt, l’efficacité thérapeutique et prophylactique des 

antibiotiques historiques (streptomycine, doxycycline, gentamicine, chloramphenicol) 

a été étudiée sur le modèle animal et humain105,106. Ces résultats combinés à 

l’expérience de ces traitements en clinique humaine ont montré : 1/ l’efficacité de la 

streptomycine, considérée comme le traitement de choix ; 2/ le positionnement de la 

gentamicine comme alternative thérapeutique, cette dernière présentant une action 

retardée mais des taux de rechute faibles ; 3/ l’alternative des molécules 

bactériostatiques (doxycycline et chloramphénicol) avec des durées de traitement 

plus longues et des rechutes plus nombreuses45,105.  

Les fluoroquinolones ont suscité un intérêt dans le traitement de la tularémie 

de par leur action sur les bactéries à Gram négatif, leur bonne pénétration 

intracellulaire et leur facilité d’utilisation. De nombreuses études ont été réalisées 

avec la sous espèce tularensis (souche SCHU-S4) sur les modèles murins107–110 et 

simiens111. Elles ont toutes mises en évidence une bonne efficacité in vivo 

dépendante de la dose d’antibiotique, du délai d’instauration et de la durée du 
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traitement. De plus, une meilleure efficacité des fluoroquinolones de 3ème 

(gatifloxacine) et 4ème génération (moxifloxacine) a été montrée, comparé à l’action 

de la ciprofloxacine (2ème génération)73 sur un modèle murin infecté par voie 

aérienne110 et transcutanée109. 

Ces données concordent avec celles obtenues par Rotem et al. sur un modèle 

d’infection intranasale murin avec la souche vaccinale de F. tularensis subsp. 

holarctica LVS. Cette étude compare l’action de la ciprofloxacine et de la doxycycline 

par la mise en place d’un traitement 72 heures post-infections (PI) en mesurant la 

charge bactérienne intra-hépatique et intra-pulmonaire. Les résultats obtenus sont 

similaires pour les deux organes. Rotem observe une très forte augmentation de la 

charge bactérienne jusqu’à la mise en place du traitement. Dès l’administration, la 

charge bactérienne diminue très fortement jusqu’à devenir indétectable à 10 jours PI. 

Notons que la décroissance est plus rapide dans le cas du traitement avec la 

ciprofloxacine et que la charge bactérienne reste indétectable jusqu’à 35 jours PI. 

Sur ce point, les animaux traités avec la doxycycline montrent une augmentation de 

la charge bactérienne de 103 et 104 au niveau hépatique et pulmonaire, 

respectivement, 19 jours PI (2 jours après l’arrêt du traitement). L’ensemble des 

animaux survivent à cette rechute, la charge bactérienne diminuant spontanément 6 

jours après la réémergence de la bactérie. Ce phénomène de survie, non observé 

avec la sous-espèce tularensis tiens probablement à l’atténuation de la virulence de 

la souche vaccinale112.   

5.2 Tularémie et échecs thérapeutiques 

Les nombreux rapports décrivant la prise en charge médicale de cas cliniques 

épidémiques ou sporadiques montrent des données convergentes avec les résultats 

obtenus in vitro, in cellulo et in vivo précédemment décrits. Malgré l’efficacité des 

traitements utilisant les aminosides, les tetracyclines et les fluoroquinolones, les taux 

de récidive et d’échecs thérapeutiques chez les patients atteints de tularémie sont 

particulièrement élevés, variant entre 20 à 40%. Ils sont très souvent associés aux 

formes ganglionnaires, ulcéro-ganglionnaires, oculo-ganglionnaires ou 

oropharyngées ; se présentant sous la forme d’adénopathies chroniques fluctuantes. 

Dans ces cas d’échec, la plupart des études rapporte la mise en place d’une 

antibiothérapie alternative, associée au drainage du ganglion aboutissant à la 

guérison des patients58,60,113–116.  
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Les causes associées à ces récidives varient d’une étude à l’autre, certaines 

sont récurrentes. Ainsi, le facteur le plus souvent incriminé dans l’échec de 

l’antibiothérapie est le délai de mis en place du traitement après l’apparition des 

symptômes. Ce délai critique d’instauration du traitement varie entre 14 et 21 

jours60,114–116. Ces observations sont corrélées avec celles réalisées sur le modèle 

murin108,112. Deux études ne font toutefois pas état de cette caractéristique. La 

première relate des temps de diagnostic moyen bien supérieurs aux délais critiques 

précédemment observés (47,5+/-31jours)113. La seconde n’étudie pas ce paramètre. 

Elle fait cependant état de la chronicité et de la suppuration de l’adénopathie comme 

facteur de rechute, ces symptômes apparaissant en général sur des infections plus 

anciennes58.  

Le second facteur influençant la rechute présent dans plusieurs publications 

indépendantes concerne la nature de l’antibiothérapie. L’utilisation des tétracyclines 

est associée à un taux de rechute supérieur, comparé aux aminosides et 

fluoroquinolones113,115,116. Ce constat pourrait trouver une explication dans le type 

d’activité de ces différentes classes d’antibiotiques. En effet, les tétracyclines sont 

bactériostatiques alors que les aminosides et les fluoroquinolones sont bactéricides 

in cellulo72.  

Enfin, plusieurs facteurs de récidive et d’échecs thérapeutiques ont été identifiés 

isolément. Nous pouvons citer le sexe115, l’élévation du niveau de protéine C-réactive 

(CRP) plasmatique et de la vitesse de sédimentation (VS)60, et la posologie des 

antibiotiques. Ce dernier facteur a été évalué pour la ciprofloxacine. Une dose 

quotidienne de 1500mg s’est montrée plus efficace qu’une dose de 1000mg. La 

prolongation de la durée de ce traitement de 14 à 21 jours n’a pas montré 

d’amélioration du taux d’échec60.          
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TRAVAUX SCIENTIFIQUES 

 1  Introduction 
Les travaux réalisés avaient pour objectifs l’étude de la ou des causes à l’origine 

des rechutes et échecs thérapeutiques chez les patients atteints de tularémie. Pour 

expliquer ces taux élevés de rechute, nous avons émis l’hypothèse de l’émergence 

au cours du traitement de clones résistants aux antibiotiques. Le choix s’est porté 

pour notre étude sur la classe des fluoroquinolones. Leur utilisation dans le 

traitement de la tularémie est très répandue pour les formes de sévérité moyenne à 

modérées. Ces formes sont majoritaires en Europe113,114,116 et en France58,61, zone 

d’endémie de la sous-espèce holarctica, et sont associées aux échecs 

thérapeutiques observés (cf. paragraphe 5.2). 

De plus, le mécanisme principal de résistance émerge consécutivement à une 

mutation des gènes codant pour les topoïsomérases de type II76, contrairement à la 

résistance aux tétracyclines, majoritairement médiée par des éléments 

plasmidiques117. Ce mécanisme de résistance a été identifié à partir de souches 

cliniques chez de nombreuses bactéries à Gram-négatif (E. coli, S. enterica80, P. 

aeruginosa81) ; mais aussi chez certaines espèces intracellulaires (L. pneumophila118, 

M. tuberculosis119, Bartonella sp., Ehrlichia chaffeensis et Tropherima whipplei103). 

D’autres mutants résistants aux fluoroquinolones par modification des cibles ont été 

sélectionnés in vitro notamment chez Legionnella pneumophila120, Coxiella burnetii, 

Bartonella bacilliformis, mais aussi chez F. tularensis subsp. holarctica103,121 et subsp. 

tularensis122.      

La souche résistante de F. tularensis subsp. holarctica porte une mutation 248C>T 

du gène gyrA entraînant la substitution de la thréonine en position 83 par une 

isoleucine.  Aucune donnée concernant le niveau de résistance de cette souche n'est 

apportée par cette étude121. 

La souche résistante de F. tularensis subsp. tularensis a été obtenue à partir de la 

souche SCHU-S4 par repiquages successifs en milieu liquide enrichit en présence 

de concentrations croissantes de ciprofloxacine. Après séquençage des gènes 

codant pour les topoïsomérases de type II, la même mutation que dans l'étude 

précédente a été identifiée associée à une seconde mutation dans le QRDR du gène 

gyrA (259G>T) modifiant l’acide aminé en position 87, et à une délétion de 5 bases 

en position 653-657 du gène parE. La CMI exacte n'est pas précisée, mais la souche 
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utilisée pour l'étude a été sélectionnée sur un milieu contenant 64mg/L de 

ciprofloxacine122.  Aucun autre mécanisme de résistance n’a été mis en évidence 

pour ces différents clones. 

Nous nous proposons pour étudier cette hypothèse de réaliser une expérience 

d’évolution in vitro sur le modèle de celle déjà réalisée chez F. tularensis subsp. 

holarctica pour la résistance aux macrolides89. Ces lignées d’évolution sont 

propagées à partir d’un clone unique, mis en présence d’une gamme de raison 2 de 

8 concentrations croissantes de l’antibiotique. Pour chaque étape de sélection, le 

milieu montrant après incubation un trouble proche du témoin positif de culture sera 

propagé dans une nouvelle gamme de concentrations croissantes d’antibiotique. 

Dans notre modèle expérimental, 3 souches de Francisella de virulence diminuée 

pour l’homme sont utilisées pour initier les lignées : F. tularensis subsp. holarctica 

LVS, F. novicida CIP56.12 et F. philomiragia ATCC25015. Pour chaque espèce, 4 

lignées sont propagées de manière indépendante en présence de ciprofloxacine. 

Ceci nous permet d’apprécier la variabilité intra- et inter-espèces pour les chemins 

évolutifs empruntés vers un haut niveau de résistance antibiotique.  

Cette procédure nous permet de conserver à chaque étape du processus évolutif 

des populations « fossiles » qui pourront être revivifiées, permettant ainsi leur étude 

génotypique et phénotypique. Dans un premier temps, l’aspect génotypique est 

appréhendé par l’étude des mutations apparues sur les gènes codant pour les 

topoïsomérases de type II, cibles principales des fluoroquinolones. L’aspect 

phénotypique est quant à lui étudié par le niveau de résistance à différentes 

fluoroquinolones (ciprofloxacine, lévofloxacine et moxifloxacine), aux autres classes 

d’antibiotique utilisées en thérapeutique (doxycycline et gentamicine), et à 

l’érythromycine. Cette approche nous permet d’apprécier l’impact des différentes 

mutations observées sur le niveau de résistance à la ciprofloxacine, et d’évaluer les 

résistances croisées intra- et inter-familles d’antibiotiques résultant des mécanismes 

de résistance apparus au cours de l’évolution. L’objectif serait de mettre en évidence 

une ou un ensemble de cibles génomiques prédictives d’un niveau de résistance 

ayant une expression clinique. Nous pourrions ainsi mettre au point un outil 

moléculaire permettant la caractérisation des souches bactériennes isolées de 

prélèvements cliniques. Un tel outil permettrait également l’analyse directe 

d’échantillons quand l’isolement de la souche bactérienne n’est pas possible, 
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situation fréquemment rencontrée en cas d’échec thérapeutique. 

 2  Evolution vers un haut niveau de résistance aux 
fluoroquinolones chez les bactéries du genre 
Francisella 

2.1 Résumé 

 2.1.1  Objectifs 

Comme nous l’avons précédemment mis en évidence, la littérature 

scientifique concernant le traitement de la tularémie contient de nombreux exemples 

d’échecs thérapeutiques ou de rechutes après arrêt des antibiotiques. Ces échecs et 

rechutes, observés pour les différentes classes d’antibiotiques utilisées dans le 

traitement de cette zoonose, sont majoritairement associés aux formes 

ganglionnaires de la maladie avec mise en place tardive d’un traitement adapté. De 

plus, les patients ayant reçu des antibiotiques associés à une action bactériostatique 

sur F. tularensis (tétracyclines et chloramphénicol) présentent un taux de récidive 

supérieur aux patients traités avec des antibiotiques bactéricides (aminosides et 

fluoroquinolones).  

Aujourd’hui, les fluoroquinolones sont le traitement de première ligne pour les 

formes de gravité moyenne à modérée de tularémie, incluant la plupart des formes 

ganglionnaires43. L’émergence de la résistance à cette classe d’antibiotique chez les 

bactéries à Gram négatif, a été mise en évidence dans des modèles in vitro120 et in 

vivo. Elle est principalement liée à la modification des topoïsomérases de type II, 

cibles des fluoroquinolones. De telles mutations ont été mises en évidence chez F. 

tularensis subsp. tularensis SCHU4122 et subsp. holarctica121 sur des clones 

sélectionnés in vitro sans toutefois établir un lien entre ces mutations et le niveau de 

résistance aux fluoroquinolones.  

La présente étude a pour objet la sélection et l’étude de mutants de 

Francisella résistants à haut niveau aux fluoroquinolones à partir de lignées 

d’évolutions. Ces dernières, initiées in vitro à partir de 3 souches de différentes 

espèces de Francisella non pathogènes pour l’homme permettront l’étude 

phénotypique et génétique de clones bactériens sélectionnés au cours et au terme 

de ce processus évolutif. Ces analyses sont respectivement réalisées par l’évaluation 

du niveau de résistance vis-à-vis de différents antibiotiques et la détermination des 
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mutations apparues sur les gènes codant pour les topoïsomérases de type II. 

L’ensemble de ces données, croisé à certaines données bibliographiques et études 

bioinformatiques a permis la description du phénomène évolutif pour les bactéries du 

genre Francisella et l’évaluation de l’impact des mutations observées sur le niveau 

de résistance. Enfin, la comparaison des résultats obtenus pour les trois espèces de 

Francisella ont permis d’établir la pertinence des modèles F. novicida et F. 

philomiragia comparativement à la souche vaccinale F. tularensis subsp. holarctica 

LVS pour l’observation de l’acquisition de la résistance aux fluoroquinolones. 

 2.1.2  Matériels et méthodes 

 La sélection de clones est initiée à partir des 3 souches de référence F. 

tularensis subsp. holarctica LVS (FthLVS), F. novicida CIP56.12 (Fno), F. philomiragia  

ATCC25015 (Fph). Quatre lignées d’évolution indépendantes ont été propagées à 

partir de ces 3 souches. Une lignée issue de Fth s’est éteinte au cours des 

repiquages successifs.  

Chaque étape de ce processus évolutif est réalisée par la mise en présence 

en milieu de culture liquide de suspension bactérienne avec des concentrations 

croissantes de ciprofloxacine. Après 3 à 5 jours d’incubation à 37°C dans une 

atmosphère enrichie avec 5% de CO2, le puit présentant un trouble avec la 

concentration en antibiotique la plus élevée est prélevé. Son contenu est en partie 

congelé pour conservation et en partie repiqué pour une nouvelle étape de sélection 

dans une nouvelle gamme de concentration croissante de ciprofloxacine. Le premier 

puit ne présentant pas de pousse visible est désigné comme la concentration 

minimale inhibitrice (CMI) de la population (CMIp). 14 étapes ont été ainsi réalisées 

pour chacune des lignées.  

La sélection des clones est réalisée par isolement des suspensions bactériennes 

précédemment stockées sur milieu solide, repiquage d’une colonie isolée après 3 à 5 

jours d’incubation pour enrichissement. Cette procédure a été répétée 52 fois, un 

clone ayant été isolé à chaque étape finale des lignées et 41 souches isolées au 

cours de l’évolution des 3 lignées issus de Fth.   

Chacun des clones sélectionnés est caractérisés phénotypiquement et 

génétiquement. L’aspect phénotypique est étudié par la détermination de la CMI pour 

la ciprofloxacine, l’antibiotique utilisé pour la sélection. Pour les 11 clones isolés à la 

dernière étape de sélection des différentes lignées, cette étude est complétée par la 



 
 

53 
 

détermination des CMI vis-à-vis de la lévofloxacine et de la moxifloxacine, de la 

gentamicine, de la doxycycline et de l’érythromycine.  

L’aspect génétique est abordé par la recherche de mutations sur les gènes codant 

pour les topoïsomérases de type II : gyrA, gyrB, parC et parE. Cette dernière est 

réalisée par séquençage de ces gènes pour les souches isolées lors des étapes 

finales de l’ensemble des lignées. Chacune  des mutations ainsi identifiées ont été 

localisées sur un modèle connu de complexe topoïspomérase-ADN-antibiotique afin 

d’évaluer par sa position et la nature de ce changement, l’impact probable sur la 

résistance antibiotique.  

Enfin, les mutations mises en évidence pour les lignées issues de Fth ont été 

spécifiquement recherchées sur les clones sélectionnés dans les étapes précoces 

des lignées d’évolution, afin de mettre en évidence l’ordre d’apparition des mutations 

et un potentiel polymorphisme des populations bactériennes évoluées. 

 2.1.3  Résultats 

Les trois souches parentales utilisées pour  initier les lignées d’évolution 

présentent toutes des niveaux de CMI bas pour la ciprofloxacine (0,016-0,064mg/L). 

Pour l’ensemble des lignées, le niveau de CMIp à l’étape finale de sélection est 

considérablement augmenté comparé au niveau de sensibilité des souches 

parentales (entre 500 et 4000 fois la CMI de départ). Ce très haut niveau de 

résistance est atteint par une augmentation progressive  de la CMIp au cours des 14 

étapes d’évolution (2 à 4-fois par étape). Toutefois, nous avons observé pour les  

lignées issues de Fth et Fph, la présence d’une augmentation plus importante de la 

CMIp (8 à 32 fois/étape) pour une étape se situant dans la première moitié du 

processus évolutif. 

L’étude phénotypique des mutants isolés aux étapes finales d’évolution a 

montré pour l’ensemble des lignées l’émergence de clones présentant un très haut 

niveau de résistance à la ciprofloxacine, la fluoroquinolone de 2ème génération 

utilisée pour la génération des lignées (500 à 2000 fois la CMI des souches 

parentales). Celle-ci est systématiquement accompagnée d’une résistance croisée 

d’un niveau similaire aux autres fluoroquinolones testées, la lévofloxacine et la 

moxifloxacine appartenant à la 3ème et 4ème génération de fluoroquinolone, 

respectivement. Une augmentation beaucoup plus modérée du niveau de résistance 

de la doxycycline est également observée pour l’ensemble de ces souches (2 à 8 fois 
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la CMI de départ). 

Les comportements des clones évolués vis-à-vis des autres classes d’antibiotiques 

testées sont différents en fonction des espèces de Francisella. Là où les mutants 

terminaux issus de Fth ne montrent pas de modification des niveaux de résistance 

pour la gentamicine et l’érythromycine, ceux issus de Fno et Fph présentent de fortes 

variations. Pour 7 souches sur 8, nous pouvons observer une augmentation de 2 à 

>16 fois pour la CMI de l’érythromycine ; et pour une souche de Fno une 

augmentation de 4 fois la CMI de la gentamicine. Ces variations ainsi que celles 

observées pour la doxycycline laissent supposer la présence de mécanismes de 

résistance transversaux tels que les pompes à efflux dites « multidrug ». Par ailleurs, 

7 souches sur 8 présentent une surprenante augmentation de la sensibilité à la 

gentamicine allant de 2 à 32 fois la CMI de la souche parentale. Un tel phénomène a 

été observé par Mates et al. chez Staphylococcus aureus suite à une modification du 

potentiel électrique transmembranaire induite dans ce cas par une modification de la 

composition en oxygène de l’atmosphère d’incubation, entrainant une diminution 

quasi complète du passage vers le compartiment intracellulaire de la gentamicine123.  

 L’étude génotypique des clones finaux a permis la mise en évidence de 

nombreuses mutations sur les gènes codant pour les topoïsomérases de type II. 

L’ensemble des clones terminaux porte une modification sur le gène gyrA, codant 

pour une sous unité de l’ADN gyrase. Sur ces 11 clones, 9 présentent la ou les 

mutations sur les acides aminés en position 83 et/ou 87. La mutation de ces acides 

aminés, localisés dans la QRDR, est bien connue chez les bactéries à Gram négatif 

pour induire une résistance de niveau important pour l’acide aminé en position 83 (4 

à 32 fois la CMI) et plus modérée pour celui en position 87 (1 à 4 fois la CMI). Ces 

derniers sont proches du site d’interaction de l’antibiotique avec l’enzyme. Trois 

mutations localisées à l’extérieur du QRDR ont été mise en évidence sur des clones 

issus de Fno et Fph. Deux correspondent à des délétions dans le cadre de lecture 

sur les acides aminés 523 et 524 d’une part et 570 d’autre part. Localisés à une 

grande distance du site actif de l’enzyme et d’interaction avec les fluoroquinolones, 

leurs implication dans l’émergence de la résistance est peu probable. La 3ème et 

dernière mutation découverte sur le gène gyrA, est située au niveau de l’acide aminé 

en position 43. Son implication dans la résistance antibiotique est beaucoup plus 

probable. Etant localisée dans une portion très conservée de la protéine, son 
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positionnement sur le modèle protéique est proche du site d’interaction Enzyme-

ADN-antibiotique.  

Les mutations identifiées pour le gène codant pour la seconde sous unité formant 

l’ADN gyrase, gyrB sont les secondes plus fréquentes. Elles sont présentes chez 8 

clones sur 11. Les mutations impliquant les acides aminés 464 à 466 présents sur 2 

souches de Fth et 1 souche de Fno, proche de l’antibiotique sont bien connues chez 

les bactéries à Gram négatif. Plus surprenant, une mutation inhabituelle présente sur 

l’ensemble des clones issus de Fph affectant l’acide aminé en position 747 partage la 

même proximité du site actif suggérant son implication dans la résistance. Les 2 

dernières mutations observées pour ce gène impliquent des acides aminés en 

surface de la protéine (486-487) ou hors du modèle protéique (86), laissant supposer 

l’absence d’impact sur la résistance de ces clones.  

Nous avons enfin observé seulement 4 clones portant des mutations sur les gènes 

codant pour les composants de la topoïsomérases IV, parC et parE : les 3 clones 

issus de Fth et 1 mutant issu de Fno. Une de ces mutations impacte l’acide aminé en 

position 82 du gène parC, proche du site d’interaction Enzyme-ADN-Fluoroquinolone. 

Une autre résulte par l’introduction d’un codon stop précoce en une protéine ParC 

tronquée à l’acide aminé 453, compromettant très probablement le fonctionnement 

de l’enzyme. Enfin, les 2 mutations mises en évidence sur le gène parE impactant les 

acides aminés en position 472 et 488 (localisés sur la périphérie de la protéine) n’ont 

certainement pas d’implication dans le phénomène de résistance antibiotique. 

Pour finir, l’étude génétique et phénotypique de clones sélectionnés dans les 

étapes intermédiaires d’évolution sur les lignées issues de Fth a permis 

l’identification de quatre tendances. 

Premièrement, l’évolution vers un haut niveau de résistance se fait progressivement. 

Cette augmentation progressive de la résistance antibiotique est concomitante à 

l’accumulation de mutation sur les gènes des topoïsomérases de type II.  

Deuxièmement, les mutations sur les gènes codant pour les protéines constituant 

l’ADN gyrase tiennent une place essentielle dans le processus évolutif. D’une part 

leur apparition est précoce dans le processus évolutif, dans les trois premières 

étapes de sélection ; d’autre part, tous les mutants présentant un niveau de 

résistance cliniquement significatif portent au moins une mutation sur les acides 

aminés en position 83 et 87 de gyrA, cette dernière émergeant dans le présent 
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modèle dans les 4 premières étapes de sélection.  

Troisièmement, quand plusieurs clones ont été sélectionnés dans une même étape, 

d’importants polymorphismes génétiques et phénotypiques ont été observés. 

Quatrièmement, certaines augmentations de CMI à la ciprofloxacine ne pouvaient 

pas être corrélées à l’apparition de mutations sur les régions des gènes 

précédemment mises en évidence, suggérant la présence dans les lignées issues de 

Fth de mécanismes annexes de résistance aux fluoroquinolones. 

 2.1.4  Conclusion 

En conclusion, cette étude a confirmé la capacité pour les bactéries du genre 

Francisella à acquérir un très haut niveau de résistance aux fluoroquinolones. Les 

processus évolutifs pour les différentes espèces présentent d’importantes différences 

pointant l’incapacité d’extrapoler les conclusions observées d’un modèle à l’autre. 

Ces différences concernent notamment la modification de la sensibilité vis-à-vis des 

différentes classes d’antibiotiques testés et la nature des mutations observées sur les 

gènes codant pour les topoïsomérases de type II.  

Nous avons pu également montrer l’importance des mutations de gyrA, 

notamment celles impactant les acides aminés en position 83 et 87 à la fois dans 

l’émergence de la résistance et dans l’acquisition d’un niveau cliniquement significatif 

pour les lignées issues de F. tularensis subsp. holarctica LVS. Ce travail a également 

permis la mise en évidence de nouvelles mutations présentant un intérêt dans 

l’acquisition de la résistance aux fluoroquinolones de par leur proximité avec le site 

d’interaction Enzyme-ADN-Antibiotique. Enfin, de nombreux éléments pointent la 

présence de mécanismes de résistance additionnels, autres que la modification des 

cibles, pour l’ensemble des espèces testés. 
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2.2 Article 
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2.3 Données complémentaires 

Table S1. Primers used in this work 

Gene regiona Forward primer sequence (5’ to 3’) Reverse primer sequence (5’ to 3’) 

Fragment 

length 

(bp) 

Annealing 

temperature 

(°C) 

Fth/Fno gyrA1  AGGAAAATCTGGAGCTGGAAb TGAATGGATTGCTAAAGAGTGCb 740 50.5 

Fth/Fno gyrA2 CCATTCCATGATCTAGCAAGC CGTGTTGCCAACTAGAGTTCC 780 55.0 

Fth/Fno gyrA3 TTGCAACTGGGAAGTCATAGA GAGCGAGCGCATATTTTAGA 712 55.0 

Fth/Fno gyrA4 GTGGTGGCGTTGGTAAATCT GCAGAGCGTCCACATTCTC 775 50.5 

Fth/Fno gyrA5 AGCAGGTGTTACAGGTAT TAGGCTTAAACTCTTGAC 616 45.5 

Fph gyrA1  TTCGGATTTATTAGATACATGGb CTGTAGGAAAATCAGGAGb 770 45.0 

Fph gyrA2 GGACTATGGCCCTTATTG TCAGCCTGCTCTTCTGTA 793 55.0 

Fph gyrA3 GAATGGCTCTATGGTTAA AACGAGGTCTAGCAAACT 761 47.0 

Fph gyrA4 TACGGAAGGCTGGTATGT AACTTGGTCGGATGATGT 520 48.7 

Fph gyrA5 ACTAAACGAGCTAGTCAA TTTGTAACTGTTGCTTTT 507 47.0 

Fth/Fno gyrB1 AAAAGCAACTATACCACC AACCCTCAATGTTTATTAACTC 793 45.5 

Fth/Fno gyrB2 CACGGGCTTTACGAGCAG CGGTATCGAGCACTATCA 755 47.0 

Fth/Fno gyrB3  AGCTTCTCAGGATACGTTb TCAGCTGTAGAGTCATTAGTTAb 773 47.0 

Fth/Fno gyrB4 ACCAACTCAAAGGATTAT ATGTTATTTCTGGTCAAG 795 43.5 

Fph gyrB1 AAGGCTATAATACCACCA TTAAATGAAAACCCCTGA 800 47.0 

Fph gyrB2 GTTTAGCTGAACCTCCTG CTTTCAAGCCTAGTAAAGAT 795 47.0 

Fph gyrB3  AATCTTTCGTAAGATAATGCb CTTTGGATATTGCAGGTCb 736 50.0 

Fph gyrB4 TTAACATCTCGGCTAAAC TAAAACAATGGTGGGAAA 717 47.0 

Fno parC1  AAGAAGGCAGAAGAGTTAb ACCAGGATAGTCAGGAGCb 781 47.0 

Fth parC1  CGTACTAGCGCTTATGATb ACCAGGATAGTCAGGAGCb 741 45.0 

Fth/Fno parC2 TTATTGTCTAAGCCTAATTC CTTCAATCTTTGCTAACTT 709 47.0 
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Fth/Fno parC3 AAATCCAGGCTGAAGCAA TCGCAAAATCACGAATAA 732 48.7 

Fth/Fno parC4 TTGATGCTGATGATGTCT CTTTCAAATCTTGTAGCC 605 47.0 

Fph parC1  TGCTGGTAAGAGTTTTGGb TTTTAGTTGGTGGTGAGGb 574 50.0 

Fph parC2 GTAATCTTCTGCGTAGTGT GATGGGCAGGGTAACTGG 733 47.0 

Fph parC3 TACCAGAGGTTGCCAAAT TCAGCATCGACAAAGAAA 723 47.0 

Fph parC4 TATTGGCTGGATTTCTAT AAGATGTGCTAAAGGTGA 726 47.0 

Fth/Fno parE1 TTACCTTATAGTTGCTATTTCC AAGTATCGCTTTTGCTTC 701 47.0 

Fth/Fno parE2 GATAATGTAGGCAAGAAA ATGAAAAGCTCAGTAGAA 791 45.5 

Fth/Fno parE3  CGTAAACGCATAATGAACb TTATCTGGTAGAAATTCTAATTb 784 47.0 

Fph parE1 AGGCTCAAGCGGAAGAGT ATGCCTTAGGTTTACGAATT 787 47.0 

Fph parE2 ATAGTATCTGCATCAAGCTC TGAAACAGGATTAAAAGG 723 47.0 

Fph parE3  TACAAGCCAGCCCCAATCb GCTCCGCTAAACAAGCACb 733 55.0 

aThe four genes gyrA, gyrB, parC and parE were divided in five, four, four and three regions, respectively, for PCR 

amplification and sequencing. Identical primer pairs have been used to PCR-amplify gyrA, gyrB, parE 

and part of parC from both F. tularensis subsp. holarctica and F. novicida (Fth/Fno) owing to sequence 

identities in the corresponding DNA regions, while specific primer pairs were used for all four genes of 

F. philomiragia (Fph) and for the QRDR of parC in all three strains. bThese primer pairs allowed the 

amplification of the QRDR of type II topoisomerases genes. 

 

3 Recherche de F. tularensis résistantes aux 
fluoroquinolones chez des patients atteints de tularémie 
en échec thérapeutique  

3.1 Résumé 

3.1.1 Objectifs 

Comme nous l’avons précédemment décrit, la tularémie est une zoonose 

causée par F. tularensis, une bactérie à Gram négatif intracellulaire facultative. Les 

tableaux cliniques associés à cette maladie sont variés et dépendent notamment de 

la sous espèce impliquée, de la voie de contamination et du statut immunitaire de la 

personne infectée. Les formes ganglionnaires sont les plus fréquentes dans les cas 

d’infections par F. tularensis subsp. holarctica, présentent dans tout l’hémisphère 

Nord. Elles se présentent sous la forme d’adénopathies associées ou non à un 

ulcère au point d’inoculation de la bactérie (forme ulcéro-ganglionnaire). Le 

traitement de ces formes de sévérité moyenne à modérée est basé sur une 
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antibiothérapie utilisant les tétracyclines ou les fluoroquinolones. Bien que l’efficacité 

de ces traitements ait été attestée par de nombreuses études, un nombre important 

de rechutes et d’échecs thérapeutiques sont observés. Une des hypothèses pouvant 

expliquer la fréquence de ces échecs est l’émergence de bactéries résistantes aux 

antibiotiques.  

A ce jour, aucune résistance n’a été détectée chez F. tularensis. Cependant, 

plusieurs modèles in vitro ont mis en évidence la capacité de la bactérie à évoluer 

vers un haut niveau de résistance, particulièrement vis-à-vis des fluoroquinolones. 

Nous avons montré, ainsi que d’autres équipes, que la résistance à cette classe 

d’antibiotiques est notamment associée à l’accumulation de mutations dans les 

gènes codant pour les topoïsomérases de type II. Les mutations du gène gyrA 

codant pour la sous-unité A de l’ADN gyrase et affectant les acides aminés 83 et 87 

présentent un intérêt particulier, de par leur apparition précoce dans le processus 

évolutif et leur association à un niveau de résistance cliniquement significatif.  

La présente étude a pour buts : 1/ la confirmation de l’importance des 

mutations du gène gyrA dans l’émergence de la résistance aux fluoroquinolones 

chez F. tularensis subsp. holarctica, 2/ la détection de la présence de souches 

résistantes dans l’environnement et chez les patients atteints de tularémie, et plus 

spécifiquement ceux présentant un tableau d’échec thérapeutique. 

3.1.2 Méthode 

Les méthodes d’étude des souches bactériennes précédemment décrites (cf. 

section Travaux scientifiques paragraphe 2.1.2 ) ont été utilisées pour l’analyse 

phénotypique (détermination des CMI) et génétique (séquençages des QRDR des 

gènes codant pour l’ADN gyrase) des souches.  

Ces techniques n’étant pas adaptées à l’étude des prélèvements cliniques, 

nous avons développé des outils moléculaires spécifiques.  

D’une part, nous avons mis au point une PCR en temps réel (qPCR-FtgyrA) ciblant 

une portion de 219-pb de gyrA incluant le QRDR. L’utilisation d’une sonde en 

tandem, dont la sonde de détection est complémentaire des nucléotides 235 à 265 

permet par l’analyse des courbes de fusion la détection de mutations impactant les 

acide aminés 79 à 88. Afin d’augmenter la sensibilité du test, cette technique a été 

utilisée en PCR nichée, après une première amplification d’un fragment de 740-pb. 

D’autre part, une technique de séquençage sur PCR nichée a été développée 
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afin de déterminer les séquences de QRDR des gènes gyrA et gyrB. La première 

PCR est réalisée à l’aide d’une polymérase haute-fidélité pour permettre une 

amplification spécifique de la cible dans une matrice complexe contenant de forte 

proportion d’ADN humain.   

Afin de réaffirmer l’importance des mutations du gène gyrA dans le processus 

évolutif d’acquisition de la résistance de F. tularensis subsp. holarctica, nous avons 

propagé 18 lignées indépendantes à partir de la souche vaccinale LVS. 

L’expérimentation d’évolution a été réalisée dans les conditions précédemment 

décrites (cf. section Travaux scientifiques paragraphe 2.1.2 ), avec seulement 2 

étapes de sélection réalisées. Au terme de cette procédure, les suspensions 

finalement sélectionnées ont été testées avec la qPCR-FtgyrA afin d’évaluer la 

proportion de lignées ayant acquis une mutation.  

Concernant les recherches de mutants résistants chez les patients atteints de 

tularémie, nous avons étudié 104 cas confirmés dont 32 en situation de rechute ou 

d’échec thérapeutique. Nous disposions de 82 échantillons biologiques positifs pour 

la présence d’ADN de F. tularensis et de 42 souches de F. tularensis subsp. 

holarctica isolées dans le cadre du diagnostic de ces cas cliniques. Les CMI vis-à-vis 

des classes d’antibiotiques utilisées en thérapeutique et à l’érythromycine ont été 

déterminées ainsi que les séquences de QRDR de gyrA et gyrB. Les 82 échantillons 

cliniques ont été étudiés grâce à la qPCR-FtgyrA nichée. Les 16 échantillons issus 

des patients ayant reçu des fluoroquinolones avant leur prélèvement ont en plus été 

analysés à l’aide du protocole de séquençage après amplification nichée des gènes 

gyrA et gyrB. 

3.1.3 Résultats 

La technique qPCR-FtgyrA développée a montré après optimisation une limite 

de détection à 250 unités génomiques (GU)/test et une limite de distinction des 

différents génotypes à 26000 GU/test. La profondeur du test permettant de distinguer 

deux génotypes a été évaluée à 1/10. Pour les souches non mutées, une courbe de 

fusion bimodale a été observée en dessous de la limite de différentiation des 

génotypes. Nous avons pu retrouver un profil classique sur ces échantillons 

faiblement concentrés en ADN bactérien en utilisant le protocole de PCR nichée. 

Nous avons pu établir des limites d’interprétation pour les températures de fusion 
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(Tm) permettant la distinction d’une souche non mutée (66,50°C<Tm<68,38°C), 

d’une souche portant une mutation gyrA83 (62,03°C<Tm<63,72°C), d’une souche 

portant une mutation gyrA87 (64,54°C<Tm<66,22°C) et d’une souche portant à la 

fois une mutation gyrA83 et gyrA87 (57,67°C<Tm<59,40°C).  

L’étude des lignées d’évolution courte in vitro en présence de ciprofloxacine a 

confirmé l’intérêt des mutations gyrA83 et gyrA87 dans le processus évolutif. En 

effet, sur les 18 lignées propagées à partir de F. tularensis subsp. holarctica LVS, 15 

présentent  une augmentation significative de la CMI de la population sélectionnée (4 

à 64 fois la CMI de la souche de départ). Les résultats obtenus avec la qPCR-FtgyrA 

laissent supposer la présence majoritaire de clones portant une mutation gyrA83 ou 

gyrA87 dans 10 lignées. Ces résultats confirment l’importance de ce marqueur dans 

la détection de la résistance aux fluoroquinolones chez F. tularensis.  

Forts de ces constations préliminaires, nous avons débuté l’étude des 

souches bactériennes isolées de patients atteints de tularémie. L’étude phénotypique 

n’a montré aucun profil de résistance aux antibiotiques testés. Les CMI pour les 

fluoroquinolones testées (ciprofloxacine, lévofloxacine et moxifloxacine) présentent 

des valeurs concordantes avec la sensibilité : (0,016-0,25mg/L). Ces résultats sont 

corrélés avec ceux du séquençage de gyrA et gyrB, montrant des séquences 

identiques aux F. tularensis sauvages pour les 42 souches testées. Notons l’absence 

de résistance pour les autres antibiotiques d’intérêt clinique, doxycycline (0,25-

1,0mg/L) et gentamicine (0,13-0,5mg/L) ; et des valeurs de CMI pour l’érythromycine 

(2,0-16mg/L) correspondant à des souches de biovar I (Ery S). 

L’analyse des 82 échantillons patients avec la qPCR-FtgyrA a permis la 

détection de 72 prélèvements positifs à F. tularensis, dont l’analyse des courbes de 

fusion montrait pour 68 échantillons un pic avec un Tm compris entre 66,6°C et 

67,6°C, concordant avec un profil sensible. Les 4 autres échantillons présentaient un 

profil de courbe de fusion bimodal malgré l’utilisation de la PCR nichée, lié à la faible 

quantité d’ADN bactérien dans le prélèvement. Remarquons que la différence de 

sensibilité observée entre la PCR en temps réel utilisée en routine au laboratoire et la 

qPCR-FtgyrA trouve certainement son explication dans la différence du nombre de 

copie génomique des cibles utilisées (environ 40 pour ISftu2 et 1 pour gyrA) et de la 

nature des sondes de détection (Sonde d’hydrolyse et sonde en tandem).  

Pour compléter cette étude le séquençage des QRDR de gyrA et gyrB a été réalisé 
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sur 16 échantillons issus de 14 patients ayant reçu des fluoroquinolones avant leur 

prélèvement. Aucune mutation n’a été détectée par ce biais. 

3.1.4 Conclusion 

En conclusion, cette étude a confirmé l’importance des mutations gyrA en 

particulier sur les acides aminés 83 et 87 dans l’acquisition de la résistance aux 

fluoroquinolones dans les modèles in vitro. Cependant, elle a également mis en 

évidence l’absence de l’émergence de cette résistance dans le réservoir 

environnemental de F. tularensis et chez les patients en échec thérapeutique après 

un traitement par les fluoroquinolones. Le phénomène d’acquisition de la résistance 

ne peut donc pas expliquer les fréquents échecs thérapeutiques observés dans les 

cas de tularémie.  

Plusieurs hypothèses restent en suspens quant à la fréquence de ces échecs 

thérapeutiques, et notamment les difficultés d’accès au site infectieux des 

antibiotiques, leur inactivation dans les tissus nécrotiques, ou l’entrée des bactéries 

en état viable mais non cultivable (VBNC) consécutivement au stress induit par la 

réponse immunitaire de l’hôte ou l’action de substances bactéricides.  
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3.2 Manuscrit soumis 
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4 Recherche et évaluation des impacts phénotypiques des 
cibles génétiques secondaires dans l’émergence de la 
résistance aux fluoroquinolones chez F. tularensis 
subsp. holarctica 

4.1 Résumé 

4.1.1 Objectifs 

F. tularensis est l’agent causal de la tularémie. Cette zoonose endémique de 

l’hémisphère Nord se présente sous diverses formes cliniques. Les plus fréquentes 

dites « ganglionnaires » se manifestent souvent par les symptômes suivants : un 

syndrome pseudo-grippal, une forte asthénie, et une adénopathie associée ou non à 

des lésions au point d’inoculation de la bactérie. Il est recommandé de traiter ces 

formes de sévérité moyenne à modérée par l’administration de fluoroquinolones ou 

de tetracyclines. Cependant, un taux important de rechute et d’échecs 

thérapeutiques est observé malgré un traitement antibiotique adapté. Nous avons 

avec d’autres équipes, étudié la possibilité de l’émergence de la résistance aux 

fluoroquinolones chez F. tularensis  pour expliquer ce phénomène.  

A ce jour, nous avons pu mettre en évidence la capacité de la bactérie à 

évoluer in vitro vers un haut niveau de résistance aux fluoroquinolones. 

L’augmentation du niveau de résistance est corrélée dans ces lignées à 

l’accumulation de mutations dans les gènes codant pour les topoïsomérases de type 

II.  Ces travaux ont montré l’importance de la mutation du gène gyrA codant pour la 

sous-unité A de l’ADN gyrase, les modifications impactant les acides aminés en 

position 83 et 87 étant d’apparition précoce dans le processus évolutif et présentes 

chez l’ensemble des mutants présentant un niveau de résistance cliniquement 

significatif. La recherche de mutants résistants sur des souches et des échantillons 

provenant de patients atteints de tularémie (pré- et post-traitement antibiotique) s’est 

avérée infructueuse.  

Le but de la présente étude est de tirer parti des lignées d’évolution 

précédemment propagée à partir de F tularensis subsp. holarctica LVS (cf. section 

TRAVAUX SCIENTIFIQUES, paragraphe  2.1.2  pour 1/ mettre en évidence les 

gènes modifiés lors de l’évolution vers un haut niveau de résistance aux 
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fluoroquinolones hors topoïsomérases de type II ; et 2/ mesurer leur impact 

phénotypique sur le niveau de résistance antibiotique et la capacité de multiplication 

intra-macrophagique de F. tularensis.  

4.1.2 Méthode 

Afin d’identifier un maximum de mutations apparues au cours du processus 

évolutif dans l’émergence de la résistance aux fluoroquinolones chez F. tularensis 

subsp. holarctica  LVS, nous avons sélectionné 114 clones au cours de l’évolution 

des 3 lignées propagées sur 14 étapes (64 pour la lignée Fth1, et 25 pour les lignées 

Fth2 et Fth3). La CMI de la ciprofloxacine a été déterminée pour l’ensemble des 

clones sélectionnés. Nous avons ensuite réalisé le séquençage du génome complet 

d’un clone par lignée, isolé à l’étape finale du processus évolutif, ainsi que celui de la 

souche initiatrice des lignées. Les mutations d’intérêts (non présentes sur la souche 

de départ) alors identifiées ont été recherchées par séquençage sur l’ensemble des 

clones de la lignée. Les données de l’étape d’isolement, de CMI et de séquençage 

ont ainsi permis l’élaboration d’arbres phylogéniques. Nous avons alors sélectionné 

un clone en fin de branche, présentant une CMI supérieure d’au moins quatre fois au 

nœud précédant non corrélé à l’apparition d’une mutation complémentaire, et réalisé 

le séquençage de son génome complet. Les mutations ainsi identifiées ont ensuite 

été recherchées sur l’ensemble des souches précédant ce clone final dans le 

processus évolutif. 

Cette procédure a permis in fine l’établissement d’arbres phylogénétiques 

regroupant les clones par groupes homogènes de niveau de résistance à la 

ciprofloxacine et de génotypes pour les mutations recherchées. L’analyse de ces 

arbres couplée à une étude bibliographique et bioinformatique des gènes mutés a 

permis le classement en trois catégories des mutations d’intérêts identifiées : gènes 

potentiellement directement impliqués dans la résistance, gènes potentiellement 

impliqués de manière indirecte dans la résistance, gènes dont l’implication dans la 

résistance est peu probable.   

Nous avons de plus déterminé la capacité de multiplication intracellulaire pour 

un clone de chaque groupe phylogénique identifié dans la lignée Fth1. Pour cela, 

nous avons utilisé comme modèle la lignée immortalisée de macrophage-like murins 

J774-A1 et mesuré la capacité de multiplication intracellulaire en comparant la 

numération à 1heure et 24heures post-infection sur un essai d’infection avec 
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protection par la gentamicine.  

Enfin, le séquençage de la souche initiatrice des différentes lignées et de la 

population de départ a mis en évidence un polymorphisme génétique de la 

population stock de la souche F. tularensis subsp. holarctica LVS sur le locus 

FTL_0057. Nous avons dans un premier temps sélectionné 19 clones issus de la 

solution stock et déterminé la séquence pour le locus incriminé. Nous avons 

également initié 36 lignées d’évolution courte (2 étapes), 18 en présence et 18 en 

absence de ciprofloxacine pour évaluer l’impact de ce polymorphisme sur le 

processus de sélection. Un clone a été isolé à chaque étape finale et séquencé sur la 

région mutée du locus FTL_0057. 

4.1.3 Résultats 

La comparaison des séquences obtenues par whole-genome sequencing 

(WGS) pour les mutants finaux et la souche de départ (FthLVS-PS), initiatrice des 

lignées d’évolution avec le génome de référence de F. tularensis subsp. holarctica 

LVS (NC_007880.1) a montré des différences génétiques sur 5 loci : 3 incriminés 

dans l’atténuation de la virulence de la souche vaccinale (FTL_0057, FTL_0133 et 

FTL_1773), un dans une séquence d’insertion Isftu2 et un dans une région inter-

génique. Le séquençage de ces loci sur la population stock est identique pour 4 

d’entre eux avec FthLVS-PS. Pour le 5ème Locus (FTL_0057) le séquençage de la 

solution stock présente un double pic sur le nucléotide 476 (476G>K) alors que 

FthLVS-PS présente une mutation en position 544G>T, comparé au génome de 

référence. La sélection de 19 clones issus de la solution stock a permis la mise en 

évidence de 6 génotypes pour ce locus, un majoritaire représentant 47,3% de la 

population avec une mutation 476G>T, et 5 mineurs (entre 5,3 et 15,8%) dont un 

correspondant au génotype de FthLVS-PS. L’évolution en milieu liquide avec et sans 

ciprofloxacine ne modifie pas la proportion de clones isolés pour le génotype majeur. 

En revanche, le génotype mineur de FthLVS-PS semble plus fréquent dans le 

modèle de sélection en milieu liquide avec antibiotique que sans (33,3 et 16,7% 

respectivement). Notons que ces différents génotypes ne sont pas corrélés à des 

variations du niveau de résistance aux fluoroquinolones.  

Les mutations d’intérêt détectées sur l’ensemble des mutants séquencés sont 

au nombre de 28. La moitié impacte les gènes codant pour les topoïsomérases de 

type II. Les résultats obtenus confirment les résultats observés précédemment à 
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savoir : les mutations sur gyrA83 apparaissent précocement dans le processus 

évolutif et sont associés à des niveaux de résistance importants (augmentation 

moyenne de 64 fois la CMI pour la ciprofloxacine). Les autres mutations sur les 

gènes codant pour l’ADN gyrase (gyrA87 et gyrB), et la topoïsomérase IV (parC et 

parE) sont associées à de faibles augmentations de CMI des fluoroquinolones, 

consolidant la résistance en fin de processus évolutif. Nous avons cependant 

observé l’apparition précoce d’une mutation gyrB, initiatrice de l’émergence de la 

résistance dans une lignée.  

Huit mutations d’intérêt impactent le locus FTL_0439. Ce locus code pour une 

protéine chimère baptisée FupA/B, impliquée dans le transport du fer. Elle est issue 

de la fusion de deux gènes adjacents résultant d’une délétion de 1480pb, spécifique 

à la souche vaccinale (RD18). Ces modifications génétiques, entrainant 

majoritairement des modifications du cadre de lecture, sont associées à une 

augmentation modérée de la résistance à la ciprofloxacine (2 à 16mg/L).  

Les 7 derniers gènes d’intérêt ont été identifiés une seule fois dans les 3 

lignées. Trois sont potentiellement impliqués directement dans la résistance aux 

fluoroquinolones. Ces trois loci FTL_0624, FTL_0024 et FTL_1936 participent au 

transport transmembranaire. Ils codent respectivement pour la partie 

transmembranaire d’un système d’efflux de type ABC, une sérine perméase et la 

protéine de fixation du substrat d’un système importateur de type ABC. L’apparition 

de la mutation sur le locus FTL_0624 est associée à une augmentation de 8 fois la 

CMI pour la ciprofloxacine. Présente dès la première étape de sélection dans la 

lignée Fth2, elle est associée à une mutation gyrA83 dans la même étape de 

sélection. Les mutations sur les loci FTL_0024 et FTL_1936 émergent simultanément 

avec une troisième mutation. L’apparition de ces trois modifications sur un mutant 

portant déjà une mutation gyrA83 est corrélée avec une augmentation de 4 fois la 

CMI pour la ciprofloxacine.  

Les modifications des deux loci FTL_0594 et FTL_0917 sont potentiellement 

impliquées indirectement dans l’émergence de la résistance. Le premier locus code 

pour une enzyme ayant une activité de glycosylation au niveau du périplasme. Elle 

est  notamment impliquée dans la glycosylation de DsbA qui joue un rôle majeur 

dans l’établissement de la structure secondaire des protéines par l’établissement de 

ponts di-sulfures. Cette activité prenant place au niveau périplasmique, elle a été 
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associée à une altération de l’établissement de systèmes transmembranaires 

sécréteurs. Le second locus code pour un « Transcription repair coupling factor ». 

Emergeant dans la lignée Fth1, son apparition est associée à une augmentation de 

la variabilité des clones descendant de cet ancêtre (5), comparé aux autres clones 

de niveau équivalent de résistance pour la même lignée (0 à 1 descendant par 

ancêtre détecté). Ce profil « hypermutateur » déjà observé chez E. coli, pourrait 

favoriser la sélection de clones résistants. 

Enfin, l’implication des mutations sur les deux derniers locus FTL_0024 et FTL_0402 

dans la résistance aux fluoroquinolones est peu probable. Ils codent respectivement 

pour la protéine ribosomal S6 et un facteur de cloisonnement intracellulaire. Ces 

deux cibles n’ont pas été associées à la résistance aux fluoroquinolones. 

 Pour finir, l’étude de la capacité de multiplication intracellulaire sur les clones 

issus de la lignée Fth1a montré que les mutations apparues sur les gènes codant 

pour les topoïsomérases de type II ne modifient pas cette capacité. Seule les 

mutations entrainant une modification du cadre de lecture proche de l’extrémité N-

terminale de la protéine ParE sont associées à une diminution significative de la 

capacité de multiplication intracellulaire (-0,26 à -0,45Log). 

Concernant les mutations hors topoïsomérases de type II, l’apparition de la mutation 

sur le locus FTL_0917 n’est pas associée à une diminution de la capacité de 

multiplication intra-macrophagique. En revanche, les mutations introduites dans le 

locus FTL_0439 sont toutes associées à une forte diminution de la capacité de 

multiplication intracellulaire (-0,98 à -2,31Log). FupA/B est liée au métabolisme du 

fer, essentiel pour la survie de la bactérie dans le compartiment intracellulaire. 

L’inactivation de ce gène par introduction de mutations entrainant une modification du 

cadre de lecture pourrait expliquer ce résultat.  

4.1.4 Conclusion 

Cette étude a permis de réaffirmer la place centrale des mutations impactant 

les topoïsomérases de type II dans le processus d’évolution de F. tularensis vers un 

haut niveau de résistance aux fluoroquinolones. Elle a également confirmé 

l’importance des mutations entrainant la modification de l’acide aminé en position 83 

dans l’acquisition d’un niveau de résistance cliniquement significatif.  

Nous avons également mis en évidence dans ces travaux de nouveaux gènes cibles 

dont la mutation entraine potentiellement une augmentation du niveau de résistance 
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aux fluoroquinolones. Ces gènes codent pour des protéines impliquées dans des 

systèmes de transport transmembranaire exportateurs ou importateurs. 

Enfin, ces travaux ont révélé un nouveau gène cible majeur, FTL_0439, impliqué 

dans l’évolution du phénotype de résistance aux fluoroquinolones et la capacité de 

multiplication intracellulaire. F. tularensis a montré sa capacité à spontanément 

inverser ce phénotype par introduction d’une seconde mutation compensatrice dans 

ce même locus. Ces travaux ouvrent donc de nouvelles perspectives concernant 

l’étude de la cause des échecs thérapeutiques des patients atteints de tularémie.   

4.2 Manuscrit en cours de finalisation, format JAC 
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5 Développement d’un test pour l’évaluation de l’activité 
des antibiotiques contre F. tularensis intracellulaire 

5.1 Résumé 

5.1.1 Objectifs 

La tularémie est une zoonose causée par la bactérie F. tularensis. 

Habituellement, six formes cliniques sont décrites pour cette maladie. Les formes 

ganglionnaires se présentent comme des adénopathies localisées. Elles sont 

associées à une lésion cutanée au point d’inoculation ou à une conjonctivite dans les 

formes ulcéro-ganglionnaires et oculo-ganglionnaires, respectivement. Les formes 

oro-pharyngées qui surviennent après ingestion de la bactérie correspondent à une 

adénopathie cervicale associée ou non à des lésions buccales. Les formes 

pneumoniques quant à elles prennent la forme d’infections pulmonaires, survenant 

après une contamination par voie aérienne ou comme foyer d’infection secondaire 

après dissémination par voie sanguine de l’agent infectieux. Enfin, les formes 

typhoïdiques se présentent comme des septicémies sans point d’appel apparent. Le 

traitement de ces différentes formes, basé sur l’administration d’un  antibiotique, 

varie en fonction de la sévérité de l’infection. Les formes ganglionnaires de sévérité 

moyenne à modérée sont prises en charge par l’administration d’une fluoroquinolone 

(ciprofloxacine, levofloxacine) ou d’une tétracycline (doxycycline). L’utilisation des 

aminosides (streptomycine, gentamicine) est réservée aux formes systémiques plus 

sévères.  

F. tularensis se présente sous la forme d’un petit bacille à Gram négatif 

intracellulaire facultatif.  Son pouvoir pathogène réside principalement dans sa 

capacité à se multiplier in vivo dans de nombreux types cellulaires. L’action des 

antibiotiques dans ce compartiment n’est pas nécessairement équivalente à celle 

évaluée en milieu liquide (CMI). Cette évaluation passe par la mise en contact de 

l’antibiotique dans le milieu de culture cellulaire incubé avec une culture de cellules 

eucaryotes infectées par la bactérie, permettant l’évaluation de la concentration 

extracellulaire minimale inhibitrice (CEMI). Diverses techniques ont été décrites, 

évaluant la survie et la prolifération bactérienne intracellulaire (PCR en temps réel, 

immunofluorescence directe), la référence reste la numération des bactéries viables 



 
 

134 
 

(NBV). La stratégie inverse est également applicable, à savoir déduire la prolifération 

bactérienne par la lyse cellulaire induite. Cette dernière est mise en évidence par 

l’utilisation d’une coloration dite « vivante », les cellules vivantes internalisant 

activement les colorants comme le cristal violet ou le rouge neutre.   

Cette étude a pour objectif l’adaptation d’une technique « dye uptake » (DUA) 

que nous avons dans un premier temps confronté à la NBV. Cette technique par sa 

simplicité de mise en œuvre a permis l’évaluation de l’activité de plusieurs molécules 

antibiotiques contre deux souches de F. tularensis subsp. holarctica intracellulaires. 

Elle permettrait également l’évaluation de l’activité de nouvelles molécules, et de la 

résistance des souches cliniques sur un modèle intracellulaire. 

5.1.2 Méthode 

Pour cette étude, deux souches cliniques de F. tularensis subsp. holarctica 

Biovar I. Ces souches, dénommées Ft6 et Ft24, ont été isolées en France d’une 

hémoculture et d’une adénopathie, respectivement. Les déterminations de CMI ont 

été réalisées comme décrit précédemment (cf. section TRAVAUX SCIENTIFIQUES, 

paragraphe 2.2). La détermination des CEMI a été réalisée sur un modèle d’infection 

de cellules issues d’une lignée humaine de fibroblastes pulmonaires (MRC-5). Elles 

sont strictement adhérentes et arrêtent leur multiplication quand arrivées à 

confluence. Ces propriétés permettent le contrôle de la quantité de cellules dans les 

essais. Les tapis cellulaires à confluence ont été infectés par 1,2x105 bactéries 

(MOI=10 :1) suivant un protocole d’essai protégé par la gentamicine. Les cellules 

infectées ont été incubées dans un milieu de culture adapté contenant des 

concentrations d’antibiotiques croissantes de raison 2. La NBV a été réalisée à partir 

des lysats cellulaires 1 heure (T1) et 24 heures (T24) post-infection. Pour le DUA, le 

protocole de coloration des cellules vivantes par le rouge neutre  a été appliqué à 5 

jours post-infection. La coloration des tapis cellulaires a alors été évaluée  de 

manière visuelle. 

Nous avons dans un premier temps validé notre DUA au test de référence par 

NBV. Pour cela, les deux essais ont été réalisés en parallèle et en double avec la 

souche Ft6 pour la ciprofloxacine et la doxycycline.  

Les CMI et CEMI par DUA ont ensuite été déterminées pour 11 antibiotiques : 

gentamicine, ciprofloxacine, levofloxacine, moxifloxacine, doxycyline, erythromycine, 

imipénème, méropénème, rifampicine, linézolide et daptomycine.     
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5.1.3 Résultats 

Les tests menés pour la validation du DUA permettent tout d’abord de 

confirmer la capacité de multiplication des souches cliniques de F. tularensis subsp. 

holarctica dans le modèle cellulaire utilisé. La comparaison des résultats de CEMI 

obtenus par le DUA et la méthode de NBV sont de 0,125mg/L pour la ciprofloxacine 

et respectivement de 0,25 et 0,5mg/L pour la doxycycline, validant son utilisation. De 

plus, la NBV pour les concentrations d’antibiotiques supérieures à la CEMI montre 

une diminution plus importante de la charge bactérienne intracellulaire pour la 

ciprofloxacine (environ 2log en comparant les numérations à T1 et T24) que pour la 

doxycycline (environ 1log). Pour finir, le DUA montre pour des concentrations de 

doxycycline supérieures à 1,0mg/L une diminution progressive de l’intensité de 

coloration des tapis cellulaires suggérant une cytotoxicité de l’antibiotique à fortes 

concentrations pour les cellules MRC-5.  

 La détermination des CMI pour les souches cliniques Ft6 et Ft24 montre des 

valeurs équivalentes pour l’ensemble des antibiotiques testés, à l’exception de 

l’érythromycine (4,0 et 16mg/L, respectivement). Elles sont également conformes aux 

CMI précédemment observées pour les souches de biovar I. Concernant les valeurs 

de CEMI, elles sont comparables pour les deux souches testées.  

La comparaison des CMI et des CEMI permet de dégager quatre tendances. 1/ les 

valeurs de CMI et de CEMI sont équivalentes et montrent une activité de 

l’antibiotique vis-à-vis des souches testées. C’est le cas pour les fluoroquinolones 

testées (ciprofloxacine, levofloxacine et moxifloxacine), la doxycycline (sensible) et la 

rifampicine (sensibilité intermédiaire). 2/ les valeurs de CMI et de CEMI sont 

équivalentes et ne montrent aucune activité contre F. tularensis en intra et 

extracellulaire (carbapénèmes et daptomycine). 3/ Les valeurs de CMI sont 

inférieures à celles des CEMI, correspondant à une activité limitée dans le 

compartiment cellulaire. Le seul antibiotique correspondant à ce profil est la 

gentamicine. Cette différence est probablement liée aux difficultés d’internalisation de 

cet antibiotique dans les cellules eucaryotes, ayant pour effet le retard de l’activité 

intracellulaire de celui-ci. Dans notre modèle, ce délai se manifeste sous la forme 

d’une lyse accrue des tapis cellulaires dans les premiers jours d’incubation, élevant 

la valeur de la CEMI. 4/  Les valeurs de CMI sont supérieures à celles des CEMI, 

correspondant à une activité accrue dans le compartiment cellulaire. Ce profil est 

observé pour deux antibiotiques : l’érythromycine et le linézolide. Pour le premier, le 
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phénomène de concentration dans les compartiments intracellulaires présentant un 

pH acide (lysosomes) est connu et pourrait expliquer ce regain d’activité. Pour le 

second, les résultats observés dans cette étude sont surprenants, la concentration 

intracellulaire n’ayant pas été observées à ce jour.  

5.1.4 Conclusion 

En conclusion, cette étude décrit une méthode permettant l’évaluation rapide 

de l’activité de nouveaux composés contre F. tularensis ; et de l’activité des 

antibiotiques actuellement utilisés en thérapeutique contre les souches cliniques 

isolées. De plus, cette méthode étant plus facile à mettre en œuvre que les 

méthodes précédemment décrites. Elle peut être largement utilisée, permettant ainsi 

une comparaison inter-étude plus aisée. Enfin, nous avons confirmé l’activité des 

antibiotiques actuellement recommandés pour le traitement de la tularémie et mis en 

lumière l’intérêt que pourrait présenter le linézolide, dont l’utilisation est aujourd’hui 

restreinte au traitement des cocci à Gram positif.   
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5.2 Article 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

1 Émergence de la résistance aux fluoroquinolones et 
modifications des topoïsomérases de type II 
Pour expliquer les nombreux échecs thérapeutiques et rechutes observés chez 

les patients atteints de tularémie58,60,113–116, nous avons émis l’hypothèse de 

l’émergence de bactéries résistantes consécutivement à l’administration d’un 

traitement antibiotique. Nous nous sommes concentrés sur la famille des 

fluoroquinolones, antibiotique préconisé en première intention dans le traitement des 

tularémies de gravité moyenne à modérée, largement prédominantes 43. De plus, le 

mécanisme principal de résistance bactérienne à ces antibiotiques correspond à 

l’introduction de mutations dans les gènes codant pour les topoïsomérases de type II, 

cible des fluoroquinolones73, facilitant son étude.  

La première partie de nos travaux était basée sur l’étude de lignées d’évolution 

en présence de concentrations croissantes de ciprofloxacine (fluoroquinolone de 2ème 

génération). Des lignées indépendantes ont été propagées à partir de trois souches 

de Francisella de virulence diminuée pour l’homme : F. tularensis subsp. holarctica 

LVS, F. novicida CIP56.12 et F. philomiragia ATCC25015.  

L’étude des dynamiques d’évolution des populations de mutants sélectionnés au 

cours du processus évolutif sur les plans phénotypiques et génétiques a montré une 

disparité inter-espèce. Si tous les mutants de haut niveau sélectionnés montrent une 

résistance croisée à l’ensemble des fluoroquinolones testées (entre 500 et 2000 fois 

la CMI de départ) associée à au moins une mutation du gène gyrA, les autres 

caractéristiques d’évolution sont relativement dissemblables. Ces différences inter-

espèces portent notamment sur la présence de résistances croisées aux autres 

familles d’antibiotiques testées pour F. novicida et F. philomiragia, et sur la nature des 

mutations observées ; rendant impossible l’extrapolation de ces observations aux 

souches virulentes. L’ensemble des souches sélectionnées issues de ces deux 

espèces présente des mutations originales, principalement pour les gènes codant 

pour l’ADN gyrase.  

L’étude des lignées issues de F. tularensis subsp. holarctica montre une place 

centrale des mutations du gène gyrA  modifiant l’acide aminé en position 83. Cette 

mutation est d’apparition précoce (présente dans 1/3 des lignées d’évolution après 
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deux passages seulement) et associée à une forte augmentation du niveau de la 

résistance aux fluoroquinolones des souches et des populations (64 fois la CMI en 

moyenne). Les autres mutations identifiées sur les gènes codant pour l’ADN gyrase 

et la topoïsomérase IV ont un impact moindre (<8 fois la CMI). Si certaines peuvent 

être précoces, elles apparaissent plutôt en fin de processus, consolidant la 

résistance déjà cliniquement significative. Ces mutations, leur impact sur la 

résistance aux fluoroquinolones et le processus évolutif sont fréquemment 

rencontrés chez les bactéries Gram négatif comme L. pneumophila120, P. 

aeruginosa81,124,125, E. coli ou S. enterica80  

Notons que les mutations des gènes codant pour l’ADN gyrase n’impactent pas la 

capacité de multiplication intracellulaire de F. tularensis subsp. holarctica. Cette 

constatation est en opposition avec les observations réalisées sur la capacité 

d’infection d’E. coli au niveau urogénital. Une diminution de la capacité d’infection 

des cellules rénales et vésicales a été observée chez une souche présentant une 

mutation gyrA. Cette diminution est vraisemblablement liée à la diminution 

d’expression de facteurs de virulence induite par la modulation de l’activité de super-

enroulement de l’ADN.126 Cela interroge sur les systèmes de régulation de 

l’expression du génome de F. tularensis.  

Seules les mutations induisant une modification du cadre de lecture résultant en 

l’introduction d’un codon stop proche de l’extrémité N-terminale de ParE entrainent 

un léger déficit de multiplication dans les macrophages murins. Le maintien de la 

capacité de réplication intracellulaire malgré l’inactivation de la topoïsomérase IV 

pourrait être expliqué par une compensation partielle par de l’activité de 

caténation/décaténation par L’ADN gyrase.127 L’étude de cet aspect de l’évolution 

des clones résistants devrait être approfondie par l’étude de l’activité de décaténation 

de plasmides des différents mutants parE, et par le niveau d’expression des 

transcrits codant pour les sous unités de l’ADN gyrase.  

Un  nombre non négligeable de mutations inhabituelles de par la nature de la 

substitution induite (délétion dans et hors cadre de lecture, nature de l’acide aminé 

de substitution) ou par la position de la modification a été identifié sur les gènes 

codant pour les topoïsomérases de type II. Le positionnement de ces mutations sur 

le modèle tridimensionnel des enzymes laisse pressentir l’implication de certaines 

dans la résistance. Il sera cependant indispensable de reconstruire ces mutations 
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isolément dans la souche de départ pour pouvoir évaluer leur impact sur le niveau de 

résistance aux fluoroquinolones. Pour les mutations dont la présence ne résulterait 

pas en une augmentation de la résistance, une évaluation de l’activité enzymatique 

et du fitness dans le milieu de culture utilisé pour la sélection pourrait être envisagée. 

Celle-ci permettrait un apport d’informations non négligeable dans la compréhension 

de la fixation de ces mutations dans le modèle évolutif utilisé.  

Enfin, peu de données existent concernant la conformation tridimensionnelle des 

topoïsomérases de Type II de Francisella. L’élaboration d’une procédure d’étude 

cristallographique de ces enzymes permettrait d’augmenter les informations sur le 

fonctionnement de ces enzymes chez  ce microorganisme. De plus, les lignées ayant 

produit une grande diversité de mutants pour ces protéines, les modèles ainsi 

générés pourraient apporter beaucoup à la compréhension des mécanismes de 

résistance aux fluoroquinolones par modification des cibles.  

2 Émergence de la résistance aux fluoroquinolones, 
échecs thérapeutiques et rechutes.   
Forts des résultats précédemment obtenus, nous avons étudié la corrélation 

entre l’apparition de mutations dans les QRDR des gènes codant pour les sous-

unités de l’ADN gyrase (particulièrement gyrA83 et gyrA87) et la survenue d’une 

rechute ou d’un échec thérapeutique.   

Nous disposions pour cette étude de 42 souches et 82 prélèvements cliniques 

issus de 104 cas confirmés de tularémie, dont 32 ont présenté au cours de la 

maladie une rechute ou un échec thérapeutique après un traitement par les 

fluoroquinolones.  

L’étude phénotypique et génétique de la résistance des souches de F. tularensis 

subsp. holarctica a été réalisée par détermination des CMI et séquençage des QRDR 

des gènes gyrA et gyrB, respectivement. Nous avons développé pour l’analyse des 

prélèvements patients un test de PCR en temps réel permettant la détection des 

mutations gyrA83 et gyrA87 et une méthode de séquençage des QRDR des gènes 

gyrA et gyrB.  

 La mise en œuvre de ces techniques sur notre population de patients atteints 

de tularémie n’a pas permis la mise en évidence de marqueurs phénotypiques ou 

génétiques de résistance aux fluoroquinolones. Leur absence, notamment dans les 

prélèvements obtenus après l’épisode de rechute ou d’échec thérapeutique pour les 
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patients traités avec les fluoroquinolones, nous amène à conclure que l’émergence 

de mutants résistants ne peut être le mécanisme principal à l’origine de ce 

phénomène. Il est cependant important de continuer à rechercher ces mutations 

dans les prélèvements cliniques futurs. En effet, même si la probabilité d’apparition 

de mutants résistants in vivo semble faible, les résultats obtenus in vitro laissent 

penser que cette éventualité reste plausible. L’utilisation de la PCR en temps réel 

permettrait alors un dépistage rapide de la résistance. Une autre approche, plus 

globale consisterait à réaliser le séquençage du génome complet des souches 

cliniques isolées. Nous pourrions ainsi étudier les liens entre les mutations ainsi 

découvertes et l’histoire clinique de l’infection. De plus, les outils d’études 

phénotypiques développés permettront d’approfondir la description de ces 

caractéristiques.  

La problématique majeure de cette approche est l’obtention de souches à partir de 

prélèvements cliniques, spécialement chez les patients présentant une forme clinique 

ganglionnaire en échec thérapeutique. Une approche de mise en culture des 

prélèvements sur culture cellulaire s’est montrée efficace pour obtenir des souches 

cliniques de bactéries intracellulaires obligatoires ou facultatives à partir de 

prélèvements cliniques.63 

3 Émergence de la résistance aux fluoroquinolones et 
mutations hors topoïsomérases de Type II   
Tirant parti des lignées d’évolution longue (14 étapes) précédemment propagées 

à partir de F. tularensis subsp. holarctica, nous avons identifié les mutations 

apparues au cours de l’évolution des différentes lignées en dehors des gènes codant 

pour les topoïsomérases de type II. Les gènes impactés par celles-ci peuvent être 

classés en trois catégories. 

Premièrement, les gènes dont l’implication directe dans la résistance aux 

fluoroquinolones est très probable. Cette catégorie regroupe quatre gènes codant 

pour des protéines impliquées dans des systèmes de transport transmembranaire. 

Trois d’entre eux n’ont été identifiés qu’une fois dans l’ensemble des lignées : une 

protéine transmembranaire appartenant à un système d’efflux ABC exportateur 

(FTL_0624), une protéine d’accroche du substrat dans un système ABC importateur 

(FTL_1936)104, est une sérine perméase (FTL_0024). Le dernier (FTL_0439), 

impliqué dans la captation du fer125,126 s’est révélé être une cible majeure. En effet, ce 
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locus est altéré chez 10 des 11 clones de haut niveau de résistance isolés, le 

classant juste derrière gyrA en termes de fréquence. La reconstruction par clonage 

de ces mutations dans la souche à l’origine des lignées permettrait d’étudier 

précisément leur impact sur le niveau de résistance aux fluoroquinolones. De plus, 

elle autoriserait par introduction dans une souche sensible (F. tularensis subsp. 

holarctica biovar I) d’apprécier l’étendue du spectre de la résistance, en le 

confrontant à d’autres classes d’antibiotiques et notamment aux macrolides.  

Lors de cette étude, nous avons pu établir la corrélation entre la mutation du locus 

FTL_0439 et la diminution de la capacité de multiplication dans les macrophages. Ce 

phénomène a déjà été décrit126, cependant l’apparition spontanée de mutations dans 

ce locus dans des conditions de pression antibiotique est nouvelle. Nous avons pu 

observer une réversion spontanée du phénotype de résistance associée à la 

survenue d’une mutation compensatrice sur ce locus, probablement à la faveur d’une 

diminution de la concentration en antibiotiques. Ce phénomène doit être étudié plus 

avant sur les clones sélectionnés in vitro et sur les souches cliniques, celui-ci 

pouvant potentiellement expliquer le regain de virulence après arrêt du traitement 

antibiotique.   

  Le second groupe comprend les gènes dont l’implication indirecte dans la 

résistance aux fluoroquinolones est probable. Il comprend les loci FTL_0917 et 

FTL_0594. Le premier est associé dans les lignées à une descendance pléthorique 

en comparaison des autres clones équivalents (5/1). Ce phénomène laisse supposer 

un profil hyper-mutateur de cette souche bien corrélé à la fonction de réparation de 

l’ADN de la protéine codée par ce locus. Des essais de mesure de la capacité de 

mutagénèse seraient nécessaires pour confirmer ce profil. 

Le deuxième code pour une UDP-glucose-4-épimérase impliquée notamment dans la 

glycosylation de DsbA, indispensable dans l’établissement de la structure secondaire 

des protéines au niveau du périplasme129. L’étude des modifications induite par cette 

mutation au niveau de l’expression des complexes protéiques membranaires 

permettrait d’apporter un éclairage sur la portée d’une telle modification dans 

l’expression notamment des systèmes de transport.  

 La troisième catégorie comprend 2 loci dont les mutations n’ont probablement 

pas d’effet sur la résistance.  

  Les résultats du séquençage des génomes complets des mutants terminaux 
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isolés des lignées issues de F. novicida et F. philomiragia constituent également un 

axe de développement de cette étude. Les mutants de F. novicida montrent un 

nombre de mutations d’intérêt proche de F. tularensis subsp. holarctica (7/6). Les 

mutations gyrA sont également présentes sur l’ensemble des clones, mêmes si 

certaines sont positionnées de manière atypique. Très peu de mutations ont été 

identifiées sur les autres gènes codant des topoïsomérases de type II. Une autre 

mutation originale a été ciblée sur les 4 mutants. Celle-ci est située dans le 

promoteur d’une protéine hypothétique présentant un motif hélice-tour-hélice (HTH), 

typique des régulateurs de la transcription de la superfamille MerR, notamment 

impliquée dans la régulation de la transcription des gènes codant pour les systèmes 

d’efflux MDR. Des mutations sur des gènes codant pour un système d’efflux RND ont 

également été identifiées sur deux clones (Fno2P14 et Fno4P14). Le fait que ceux-ci 

présentent un très haut niveau de résistance aux macrolides (CMI de l’érythromycine 

≥ 256mg/L) laisse supposer un mécanisme aboutissant à un profil de résistance 

transversale. Il est également intéressant de noter que les mutations du gène fupA  

sont également identifiées pour un clone de F. novicida et deux de F. philomiragia.       

4 Evaluation de l’activité des antibiotiques contre F. 
tularensis intracellulaire 

Pour finir, nous avons développé un outil permettant l’évaluation de l’activité des 

antibiotiques contre les F. tularensis intracellulaire. Cette étude a permis, après 

validation de la technique, la confirmation de l’activité des fluoroquinolones et de la 

doxycycline dans ce compartiment. Nous avons également pu observer une activité 

partielle dans les cellules de la gentamicine, probablement liée au délai 

d’internalisation de la molécule. Nous avons détecté une intéressante diminution de 

la CEMI par rapport à la CMI pour le linézolide. Un profil de CMI similaire a déjà été 

décrit pour certaines bactéries à Gram négatif comme Moraxella130. Cette option 

thérapeutique devrait être étudiée plus avant sur un modèle animal. 

Enfin, le DUA développé pourra être utile pour déterminer l’impact intracellulaire des 

nouveaux traitements actifs sur F. tularensis comme les composés Bis-indoliques131. 
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