N
N

N

HAL

open science

Recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le

traitement de la tularémie: résistances bactériennes
chez Francisella tularensis et développement de
nouveaux antibiotiques bis-indoliques de synthese

Yvan Caspar

» To cite this version:

Yvan Caspar. Recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement de la tu-
larémie: résistances bactériennes chez Francisella tularensis et développement de nouveaux antibi-
otiques bis-indoliques de synthése. Virologie. Université Grenoble Alpes, 2017. Francais.

2017GREAV028 . tel-02137367

HAL Id: tel-02137367
https://theses.hal.science/tel-02137367
Submitted on 23 May 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

NNT':


https://theses.hal.science/tel-02137367
https://hal.archives-ouvertes.fr

| Communaute
i UNIVERSITE Grenoble Alpes

THESE

Pour obtenir le grade de

DOCTEUR DE LA COMMUNAUTE UNIVERSITE
GRENOBLE ALPES

Spécialité : Virologie — Microbiologie - Immunologie

Arrété ministériel : 25 mai 2016

Présentée par Yvan CASPAR

Thése dirigée par Max MAURIN, Professeur des Universités-Praticien
Hospitalier, Université Grenoble Alpes

préparée au sein du Laboratoire TIMC-IMAG
dans I'Ecole Doctorale Chimie et Sciences du Vivant

Recherche de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour le
traitement de la tularémie :
résistances bactériennes chez
Francisella tularensis et
développement de nouveaux
antibiotiques bis-indoliques de
synthese

Thése soutenue publiqguement le 22 Mai 2017,
devant le jury composé de :

Monsieur Olivier EPAULARD

Professeur des Universités-Praticien Hospitalier, Université Grenoble Alpes, Président

Madame Florence FENOLLAR

Professeur des Universités-Praticien Hospitalier, Université Aix-Marseille |1, Rapporteur

Monsieur Thomas HENRY

Directeur de Recherche, INSERM Lyon, Rapporteur

Monsieur Frédéric MINASSIAN

Maitre de Conférences, Université Grenoble Alpes, Examinateur

Membre Invité :
Madame Patricia RENESTO

Directeur de Recherche, CNRS Grenoble




REMERCIEMENTS

Si on me demandait ce qui était le plus facile entre atteindre le sommet du Mont-Blanc
et rédiger une thése, mon choix serait vite fait. Il m’aura fallu presque 5 ans pour finaliser
cette thése, seulement trois jours pour atteindre le sommet du toit de I'Europe Occidentale.
Telle une longue ascension, il faut s’avoir s’armer de patience et de persévérance, mais la
récompense n’en est que plus belle au bout du chemin. Ici, les crampons ont été remplacés
par des sur-chausses, les gants imperméables par des doubles paires de gants en latex, les
vétements chauds par une charmante combinaison blanche (bien chaude elle aussi lors des
mois d’été), la cagoule et le cache nez par une capuche et un masque de protection, qui
feraient néanmoins tres bien I'affaire comme tenue de camouflage pour un chasseur alpin en
hiver. Bienvenue dans le monde charmant de Francisella tularensis, au sein d’un laboratoire
de niveau 3 de sécurité biologique, ce qui ne facilite I'étude de cette bactérie. Le chemin a été
long et s’ouvre sur plein de pistes. Heureusement comme pour une ascension, je n’ai jamais
été seul. J’ai donc énormément de personnes a remercier pour tout le parcours effectué pour
en arriver jusqu’ici :

Je souhaiterais tout d’abord remercier mon directeur de thése, le Pr Maurin. Je vous
suis trés reconnaissant pour la confiance que vous me portez au quotidien dans le cadre de
cette thése mais également pour tous les autres projets en cours au laboratoire sur lesquels
vous m’avez associé. Je vous remercie également pour les multiples relectures de tous les
articles qui figurent dans cette thése et de vos conseils avisés pour la rédaction du manuscrit.
Votre porte est toujours ouverte et cela est tres appréciable. Vous m’avez proposé sur un sujet
d’étude qui allie parfaitement mes études de Pharmacie puis ma spécialisation en Biologie
Médicale et en Bactériologie, ainsi que mes « origines forestieres » dirons-nous.

Je souhaiterais ensuite remercier les membres de mon jury. Merci au Pr Florence
Fenollar et Dr Thomas Henry d’avoir accepté d’étre les rapporteurs de ma thése et de l'intérét
que vous portez a mon travail. Je ne doute pas que vos avis experts sauront enrichir les
discussions autour de cette thése et mettre en lumiére de nouvelles perspectives a ce travail.
Merci au Pr Olivier Epaulard de présider mon jury de these. Je suis trés heureux de pouvoir
profiter de ton oeil avisé de clinicien pour discuter certaines des propositions qui sont faites
dans cette thése pour améliorer la prise en charge des patients atteints de tularémie. Les liens
existants entre le servicedes maladies infectieuse et le laboratoire de bactériologie sont un
véritable atout au quotidien. Merci au Dr Frédéric Minassian d’avoir également accepté de



faire partie de mon jury de thése. Cela fait maintenant plusieurs années que nous avons établi
une collaboration fructueuse sur ce projet de développement de nouveaux antibiotiques
entre I'équipe SeRCO du Département de Chimie Moléculaire et le laboratoire de
bactériologie, sous I'impulsion de Jean-Noél Denis que je remercie par la méme occasion. Un
peu de chimie au milieu de toute cette biologie ¢a ne fait pas de mal pour ne pas totalement
oublier les cours de chimie organique que j’ai eu durant mes études a la faculté de pharmacie
de Strasbourg. Mais nous n’en sommes qu’au début. J'espére que ces relations amicales se
poursuivront encore longtemps et permettront d’aboutir a une nouvelle famille
d’antibiotiques. Je voudrais ensuite remercier le Dr Patricia Renesto. Merci a toi Patricia de
nous avoir rejoints et d’avoir apporté ton expertise tres appréciable au sein de I'équipe
Francisella du laboratoire TIMC-IMAG. Tu nous as permis d’explorer des aspects structuraux
et fonctionnels qui n'auraient pu I'étre sans ton arrivée et ton efficacité. Ton expérience
enrichit toutes nos discussions au sein de I'équipe.

Je voudrais ensuite remercier toutes les personnes qui font que je me léve chaque
matin avec plaisir pour aller au laboratoire. Il s’agit de toute I'équipe des biologistes, cadre,
ingénieurs, techniciens, secrétaires et aides de laboratoire du laboratoire de bactériologie.
Nous sommes comme une grande cordée. Tous les maillons de la chaine sont indispensables
et quand tout le monde tire dans le méme sens, on peut déplacer des montagnes. Merci a toi
Christine de m’avoir formé a I'évaluation de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries et a
I'interprétation des antibiogrammes, qui m’ont été bien utiles. Nous partageons le go(t des
voyages aux quatres coins du monde ; tu me donnes toujours plein d’idées pour de prochaines
destinations. Merci Isabelle de m’avoir transmis les fondamentaux de la sérologie, notamment
pour le diagnostic de la tularémie, et de m’informer de la qualité de la neige sur les pistes
lorsqu’on va au café le matin. Merci Sandrine pour ton dynamisme sans faille faille et toute
I’énergie déployée sur le projet d’automatisation de laboratoire et pour ton aide pour les
guestions de biologie moléculaire que je peux me poser. Merci Aurélie de nous avoir rejoints
et d’avoir renforcé notre équipe par tes compétences et ton efficacité. Merci a Jacques Croize
de m’avoir transmis le virus de la bactériologie (c’est un comble !). Merci Sophie de t’investir
a 300% dans la vie du laboratoire pour que tout se passe tous les jours au mieux pour nous
tous. Je ne sais pas ce qu’on ferait sans toi. Merci Thomas de ton investissement au quotidien.
C’est un plaisir de partager mon bureau avec toi. Tu nous permets de nous concentrer sur
notre coeur de métier en prenant a ta charge le bon fonctionnement des automates du
laboratoire. Merci a tous les techniciennes et techniciens pour les moments partagés au sein
du laboratoire et en dehors. Merci a ceux qui m’ont formé alors que je n’était encore qu’un
petit interne: Greg, Isabelle L, Aurélie, Virginie, Jérome, Justine, Annie, Mathilde, les
Catherines, Amandine B, Brigitte, Isabelle D sans oublier Jeanny, Dominique, Christiane,
Annick et Elisabeth qui ont pris leur retraite bien méritée. Merci a tous ceux qui sont arrivés
aprés moi au laboratoire et qui apportent leur bonne humeur : Thomas, Stephen, Amandine

2



G, Laura, Kevin, Mailys, Laure, Tatiana, Maeva, Jules, Clara, Margaux (mon dieu que vous étes
nombreux, pourtant ¢a fait pas si longtemps que je suis arrivé...). Je prends plaisir a travailler
avec vous tous les jours.

Je souhaite ensuite remercier les autres membres de notre équipe Francisella au sein
du laboratoire TIMC-IMAG, Claire et Corinne, qui nous permettent de diversifier nos travaux
de recherche sur cette thématique et d’apprendre de nouvelles techniques.

J'ai également une pensée pour Vivien qui a terminé sa thése I'année derniére et qui
m’a été d’'une grande aide pour la mise au point de certains protocoles ainsi pour le démarrage
de ma these sur F. tularensis. C'est un plaisir de te revoir a chaque fois que tes nouvelles
fonctions te raménent au laboratoire.

Je remonte ensuite un peu plus loin dans mon parcours, a la faculté de Pharmacie de
Strasbourg. J'y ai lié des amitiés durables qu’il m’est impossible de ne pas mentionner. J'ai
donc une pensée pour tout ceux qui ont la téte en bas (Bérangere et Tim), pour les parisiens
(Garance et Jacques), pour les lorrains (Stéphanie et Boris), pour le franco-sino-helvetico-
finlandais (Francis) et pour Caro.

Ensuite je veux remercier tous ceux qui ont partagés, égayés ou enflammés mes
années d'internat: Anne-so, Delphine, Carine, Guillaume R et T, Gautier mon partenaire
d'escalade toujours ultra motivé, Adrien, Anne-Laure, Jordan, Pierre-Alex, Prudence, Sylvain
et Mélanie et tous les autres. Méme si tous ne sont plus a Grenoble, je ne vous oublie pas et
j’espére vous revoir bientot.

Je veux faire une mention particuliere a mes compagnons de cordée: Jean-Luc mon
oncle, qui m’a initié aux joies de I'alpinisme et Sylvain avec qui j’ai gravi certains de mes plus
beaux sommets. A André et Pascal aussi, qui m’ont emmené vers des sommets péruviens,
boliviens et himalayens toujours plus hauts et vers des paysages plus grandioses les uns que
les autres. A vos cotés j'ai fait mes plus beaux voyages. Dans une de mes derniéres lectures
j’aitrouvé une phrase quivous va si bien: "Certains hommes cherchent a entrer dans I'Histoire,
d’autres préférent se perdre dans la Géographie". Jespére qu'on ira se perdre aux quatre
coins du monde encore souvent.

Je veux remercier mes co-équipiers du club de basket du LTMB et mes partenaires de
danse de Mambo-Rock qui me permettent de bien me vider la téte apres une bonne journée
passée sur mes manips de these.

Enfin je ne serais pas arrivé la ou j’en suis sans ma famille. Je leur dédicace cette these.
A mes soeurs Marie et Emmanuelle et mon frere Joseph. Ce n’est pas parce que j'ai quitté
mon Alsace natale que je ne pense pas souvent a vous. C’est vrai que c’est toujours un petit

3



pincement au coeur que d’étre séparés par tous ces kilometres, méme si certains d’entre vous
se sont un peu rapprochés dernierement. A mes parents surtout. Vous pouvez étre fiers de ce
gue vous nous avez transmis. Finalement, si on y réfléchit bien, ce sujet de thése semblait un
peu prédestiné. Entre une maman pharmacienne et un papa garde forestier, une thése sur le
traitement de la tularémie ¢a parle a tout les deux. Donc papa, fait attention en forét, surtout
aux lievres et aux tigues, sinon maman devra te ramener une boite de CIFLOX !



TABLE DES MATIERES

TABLE DES MATIERES ...ttt ettt s e et s e et s e et et s e e et s e eeaa s e e seaa s eeebaaseaesnnnseeennnns 5
1. INTRODUCTION GENERALE : la tularémie .....cccooeeiiiiiiii 12
1.1.  Historiqgue de la maladie......cccoeeeeeeeeiee i, 14
(R - o T o] 4o 1= PP PPPPTN 19
1.2.1. Fo BUIGIONISIS ...ttt ettt st e e e e 19
1.2.2. Autres espéces de Francisella exceptionnellement pathogéene pour ’'homme................... 20
1.2.2.1. L oY 1ol o o R PP P PSP PTPPP PP 21
1.2.2.2. F. PRIIOMIIGQIQ.......ccccieiiieeeeeee e, 21
1.2.2.3. Endosymbiontes Francisella-1ike (EFL)........c.uueeeeeiiiiiiiiiieeiee e e et e e e eeirreee e e e e e e 21
1.2.2.4. Fo RISPANICNSIS.....ccccooeeiiieeee e, 22
1.2.2.5. FoNOGEUNEGNSIS.......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiii 22
1.2.2.6. ALULIES ESPECES ..vvvvrrrrreereeereeeeeeereereeeetrreereeeareesrereeeeeeetaeeeeeesrereseerereeeeeeeremr.r....... 22
1.3. Génotypage moderne des souches de F. tularensis, phylogénie et phylogéographie.............. 23
1.4. Morphologie et caractéristiques biochimiques de Francisella tularensis ............................... 28
1.5, Virulence des souChes de F. tUIGIreNSIS ..........cueeeiiiuieieiiiiiie et 29
1.6.  Cycle de vie intracellulaire chez 'homme ..........cccco 32
1.6.1. Adhésion et Phagocytose.....ccooeeeiiiiiiiicc e 35
1.6.2. Echappement hors du phagosome et survie intracellulaire ....................... . 35
1.6.3. Diffusion de 'INFECLION.....ccoiuiiiiiee e s 37
1.7.  EPIdEMIOIOZIE cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 38
1.8.  Réservoir/Hotes/Vecteurs /Modes de tranSmiSSiON........cvvvvuueeeireeetreiriiieeeeeeeereereieeeeeeeeeressnnns 43

1.8.1. Réservoirs potentiels et vecteurs : mammiferes, autres vertébrés, arthropodes,

=LA T o] T T=T 4 aT=T o | PP PP PP PP PP P PP PP PPPPPPPPPPPPPPPR 43
1.8.1.1. ESPECES ANIMAIES...uuuiiiiiiiiiiiiiiii e nan 43
1.8.1.2. Arthropodes hEmMatoPNAZES ......vvviiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e eeeeseaaaererereeasasesraaraaee 44
1.8.1.3. Environnement aquatique et amibes ....... ... 45
1.8.2. Modes de transmission @ I'NOMME .........ooiiiiiiiiiii e 46
1.8.2.1. Transmission par contact ou morsure d’animaux iNfECtS ..........uuvvvviiiiiiiiiriireeeiiiieriinennn, 46
1.8.2.2. Transmission par ingestion d’aliments coNtamingés ..............eeevevveiiiiiiiienieieeireereeeeeeeeee. 47
1.8.2.3. Transmission par ingestion d’eau CONtaMINEE.............evvveriiiiieiiiieiiiiiiiirireerrrreerreere——————. 47



1.8.2.4. Transmission par morsure d’arthropodes hématophages ...........euvvevvviviieviivvvevievieninnennn. 47

1.8.2.5. TransmMisSiON PAr VOIE @@IIENNE......uuuuiieeieieeeterteeeeeeeeeererrerereereeeeeeeeeear 48
1.8.2.6. Transmission par I'environnement (aquatique et tellurique) .....ccccceeeeccviieeeee e, 49
1.8.2.7. Contamination par des souches de [aboratoire ..........ccccceeeieiiiiieiiiiiiie e, 49
1.8.3. Le ou les cycles de vie de F. tularensis: entre animaux et environnement ...........ccccvvvveenn... 50
1.9, FOIMES ClINIQUES oo e e 51
1.9.1. Formes ulcéroganglionnaire et ganglionnaire ..........cccccoeoiiii 52
1.9.2. Forme oculo-ganglionnaire.......cccocoeiiiiiiii i 52
1.9.3. FOrme oropharyngee.....ccooo i, 53
1.9.4. FOrme pUIMON@Ire . ..ccc e, 54
1.9.5. Forme thyphoidiqUe .....ccoooiiiii 55
1.9.6. (070 0 a1 o] 1 Tor= o) o T3 55
1.10. Diagnostic biolOGIQUE «..ccceeeeeeie 56
L.10.1.  SBIOIOZIE oo 56
1.10.2. CUIUIE ceeeeeeee ettt ettt e st e e st e e e s e e e s aab bt e e e smb et e e sanbeeeessanreeeenans 57
00 0 FO = 1 SO P PP PP OTPPPPOPPPPPR 59
1.11. TraiteMENT oo 62
1.12. Sensibilité de F. tularensis aux antiDiOtiQUES .........uuuuuuuui s 64
1.13. Echec thérapeutique sous aminoside, fluoroquinolone ou doxycycline............................... 65
2. SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES DE F. tUIQIreNSiS.........cocoueeeeeiiiiieiniieeeeeee et 72

2.1.  Publication 1: Francisella tularensis susceptibility to antibiotics: a comprehensive review of
the data obtained in vitro and in animal MOEIS............uviiiiiiiiiiiii e 73

2.2.  Publication 2 : Antibiotic susceptibilities of Francisella tularensis subsp. holarctica strains
isolated from tularaemia patients in France between 2006 and 2016.................ceeeeiiiiiieienieneeenn.. 123

3. RESISTANCE AUX FLUOROQUINOLONES........outiiiiiiiiiiiiiiiiicccc e 148

3.1.  Publication 3 : Functional Characterization of the DNA gyrases in Fluoroquinolone-resistant
Mutants Of Francisella NOVICITQ. ............coeueeccuiiieiiii ittt e e e e e e s e saraeeeeeaeee s 149

3.2.  Publication 4 : In vitro and in vivo evaluation of fluoroquinolone resistance associated with
DNA gyrase mutations in Francisella tularensis, including in tularaemia patients with treatment

4. NOUVEAUX COMPOSES DE SYNTHESE ANTIBACTERIENS DE STRUCTURE BIS-INDOLIQUE ........ 215

4.1.  Publication 5 : Bis-indolic compounds as potential new therapeutic alternatives for
LRU| Y= 110 1 TSRS 216

4.2. Publication 6 : Novel synthetic bis-indolic derivatives with antistaphylococcal activity,
including against MRSA and VISA Strains. ........cooiiiiiiiiiii 226

6



5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES .....cittiiiiiiiiiitiiiie ettt ettt
BIBLIOGRAPHIE ... e e et s e e e st e e s e e e eeeaaanas
ANNEXES e e et e st e e eeeees



LISTE DES TABLEAUX ET DES FIGURES

Liste des tableaux

Tableau 1 : Nombre de cas de tularémie chez 'homme et taux d’incidence en Europe entre

1997 @1 2003 i s 39

Tableau 2 : nombre de cas de tularémie et taux d’incidence pour 100000 habitants dans

I'Union Européenne et I'Espace Economique Européen entre 2010 et 2014...........ccceeeenneeee. 40

Tableau 3 : Caracteres biochimiques permettant la distinction entre les espéces et sous-

ESPECES A FIANCISEII.........cceeeerireeieeeiee ettt ee e e e s e e e aeeaeaeeeeeeesessararesreeeees 58

Tableau 4 : Traitement de la tularémie chez I'adulte et I'’enfant en fonction de la sévérité de

=TT 1= T L= RPN 62

Tableau 5: Analyse des échecs thérapeutiques du traitement de la tularémie par classe

d’antibiotique entre 1989 @t 2016.......cvurierieieeeeeeiiieeecieirirerreee e eeeeeeeererrbeererrrreereeeeenees 66-67

Tableau 6: CMI a la ciprofloxacine et mutations de résistances aux fluoroquinolones

observées chez 11 lignées de Francisella résistantes aux fluoroquinolones...........c.ccccuuuee... 151

Liste des figures

Figure 1 : Sir EAWard FranCiS .....umiuieiiee ittt eee e ee e e e e et e e eeee e e e e e e e e e e snnnsnaanees seeeenen 16

Figure 2 : Phylogénie du genre Francisella avec représentation de la proportion de genes de

chaque espéce présentant des événements de recombinaison..........ccccoeeeeeeviiiiiiieeeie e e e, 20

Figure 3 : Phylogénie de F. tularensis, divisant les souches de type A et B en plusieurs clades

et sous-clades a partir de SNP CanONIQUES.........cccciiiiiieiee et e e e e eree e ee e e e e 24



Figure 4 : Distribution géographique et analyse de la phylogénie des souches de type Al par

séquencage de génomes complets et recherche de SNPs canoniques.........cccccccccvevieeveeeeeeennn. 25
Figure 5 : Phylogéographie des souches de type B par analyse des SNP canoniques................ 26

Figure 6: Phylogénie des souches de type B en Europe par analyse des SNP

CANONIGUES. .. eeeeeietetitintttsiei s seseeeeeeeeeeeseaeeteteareresbe st asaas s sasasaesasans saenseseeseneresneneesesesnsnnnnnnns 27

Figure 7: Colonies de F. tularensis subsp. holarctica LVS sur gélose chocolat +

oY YAV 0= LSRR 28
Figure 8 : Cycle intracellulaire de FranciSellQ.............uuuuueeiieeiiiieiieeiiiieeciriieereee e ee e e e eeeennees 34

Figure 9 : Structure tridimensionnelle par cryo-électron-microscopie du systéme de sécrétion

de type VI de Francisella, formé par assemblage des protéines IglA et IgIB.........ccovvvvevveereenn. 37
Figure 10 : Cycles terrestres et aquatiques de F. tularensis €n EUrOpe........ccveeeveeereeeeeereeniiennns 50
Figure 11 : Forme oculoganglionnaire de tular€mie........ccccveeieeeeeeeecinieiirreeeeeee e e e ee e eennnns 53
Figure 12 : Adénopathie cervicale observée lors d’un cas de tularémie oropharyngée............ 54
Figure 13 : Structures des Hamacanthines, Topsentines et SPONgotines......cccccccceeveeveveeennns 217



LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

BCYE : buffered charcoal yeast extract

canINDELs : insertions/délétions canoniques

CDC : Centers for Disease Control

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute

CMI : concentration minimale inhibitrice

CNR : Centre National de Référence

DCM : Département de Chimie Moléculaire

DI50 : dose infectieuse 50

DL50 : dose létale 50

ECDC : European Center for Disease Control and Prevention
EFL : endosymbiontes Francisella-like

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

INDELs : insertions/délétions

InVS : Institut de Veille Sanitaire

LNSB3 : laboratoire de niveau 3 de sécurité biologique

LPS : lipopolysaccharide

LVS : live vaccine strain

MALDI-TOF : matrix assisted laser desorption ionisation- time of flight
MLVA : multi-locus variable number tandem repeat analysis
MRSA : methicillin-resistant Staphylococcus aureus

OMS : Organisation Mondiale de la Santé



PCR : polymerase chain reaction

PSM : poste de sécurité microbiologique

QRDR : quinolone resistance determining region

RD : région de différence

SELDI-TOF : surface enhanced laser desorption ionisation- time of flight
SNP : single nucleotide polymorphism

TLR : Toll-like receptor

UE : Union Européenne

UFC : unité formant colonie

VISA : vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus

WHO : World Health Organization

11



1. INTRODUCTION GENERALE :

la tularémie



La tularémie est une zoonose dont I'agent responsable est Francisella tularensis. |
s’agit d’une bactérie hautement infectieuse pour I'homme, notamment en cas de
contamination par voie respiratoire, ce qui a conduit a sa classification dans la catégorie A des
agents potentiels de bioterrorisme par le CDC aux Etats-Unis (Centers for Disease Control,
Atlanta, USA). Avant I'apparition des traitements antibiotiques, la tularémie était fatale dans
la moitié des formes septicémiques ainsi que dans 5% des formes ulcéroganglionnaires (1). Ce
n’est qu’a partir de 1947 que le pronostic de la maladie s’est fortement amélioré grace a un
aminoside, la streptomycine. Puis la tétracycline a permis un traitement par voie orale des
formes peu sévéres de la maladie. Les modifications structurales de ces deux familles
d’antibiotiques, permettant d’améliorer leurs propriétés pharmacodynamiques et de réduire
leurs effets indésirables, ont depuis conduit a la commercialisation et a [I'utilisation
préférentielle de la gentamicine et de la doxycycline pour le traitement de la tularémie. La
premiére utilisation des fluoroquinolones dans le traitement de la tularémie est bien plus
tardive car elle ne date que de 1989, lors de la description du succés obtenu chez 5 patients
finlandais avec la ciprofloxacine ou la norfloxacine. (2) La faible prévalence de la maladie ne
permet pas de conduire des études cliniques randomisées, en double aveugle afin de
comparer l'efficacité de ces différents antibiotiques. En France, les formes cliniques
majoritaires déclarées a Santé Publique France (ex. InVS) sont les formes ganglionnaires et
ulcéro-ganglionnaires (> 50%). On observe environ 20% de formes systémiques (pulmonaires
et typhoidiques principalement) et 30% de cas nécessitant une hospitalisation. (3)
Actuellement, bien que trés rarement fatale, la tularémie conduit a des situations d’échecs
thérapeutiques et de récidives dans 5 a 40% des cas malgré un traitement antibiotique adapté.
La recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement de la tularémie

demeure donc indispensable.
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1.1.Historique de la maladie

La tularémie est décrite depuis plus d’un siecle, a la fois comme la « maladie des
chasseurs » ainsi que comme une fiévre associée aux lapins, aux liévres, aux taons ou encore
aux lemmings, autant de reflets des principaux vecteurs classiquement associés a cette
pathologie. Elle est également connue sous le nom de maladie d’Ohara ou Yato-byo au Japon.
La maladie a été vraisemblablement décrite il y a plusieurs siécles. Des symptémes
ressemblant a la tularémie ont été décrits en 1653 chez des lemmings en Norvége et dans des
rapports médicaux européens anciens, puis au Japon dans la premiére moitié du 19¢™¢ siécle
par Homma Soken. (1,4—6)) Néanmoins la premiere description détaillée de la pathologie est
le fait de Mc Coy. Alors Directeur du laboratoire de recherche sur la peste du service public de
santé américain, il fut envoyé en Californie en 1909. Des cas suspects de peste étaient
observés chez des rongeurs suite a 'important tremblement de terre de San Francisco de
1906. Il décrivit ainsi en 1911 une épidémie affectant les écureuils terrestres (Citellus
beecheyi) du comté de Tulare en Californie mais dont les caractéristiques ne ressemblaient
pas au bacille de la peste lors de I'observation microscopique de tissus animaux infectés. (7—
9) La bactérie ne put étre isolée par Mc Coy et Chapin qu’a partir de 1912 grace a I'utilisation
d’un milieu de culture supplémenté avec du jaune d’ceuf coagulé. Aprés 3 a 5 jours
d’incubation, des colonies de 0,3 a 0,7 UM apparaissaient transparentes et coalescentes
entourées d’un halo capsulaire clair. Mc Coy et Chapin nommerent la bactérie Bacterium
tularense en référence au site de découverte de ce pathogeéne. (10) lls prouvérent que cette
bactérie était responsable de la pathologie observée et étudierent les |ésions engendrées chez
les écureuils terrestres. Elles se caractérisaient le plus fréquemment par la présence de
bubons. IIs mirent également en évidence la transmission de cette bactérie a plusieurs autres
especes de mammiféres parmi lesquels les cochons d’Inde, les souris, les lapins, les singes et
les marmottes, alors que les rats (Mus norvegicus) n’étaient que peu sensibles a I'infection.

Les morsures de puce furent identifiées comme possible vecteur de la maladie. (10)

Le premier cas humain authentifié ne fut publié que 2 ans plus tard (en 1914) par
Wherry et Lamb, qui isolérent la bactérie chez un commis de cuisine dans un restaurant de
I'Ohio (USA). (11) Ce dernier souffrait d’une conjonctivite de I'ceil gauche avec des
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adénopathies pré-auriculaires et cervicales, associées a de la fievre et a une prostration.
Wherry et Lamb reproduisirent les symptémes chez le lapin et le cochon d’Inde. (11) Le second
cas identifié fut décrit chez une fermiere qui présentait des symptomes analogues. (12) Les
lapins furent identifiés comme potentielle source de la contamination. Wherry observa que
cette bactérie apparaissait sous la forme de bacilles au sein des tissus frais de lapins infectés
aprés coloration par 'aniline et le violet de gentiane, mais que la bactérie prenait un aspect

coccoide quelques heures apres la mort de I'animal. (12)

En 1919, l'officier de santé publique Edward Francis fut envoyé en Utah pour
investiguer des cas de fievre au long cours consécutifs a des piq(ires de taons, associés a des
adénopathies régionales satellites de la zone cutanée de la piqlre, certains patients
présentant également une prostration. Plus de vingt cas, dont un fatal, avaient été rapportés
entre 1917 et 1919. (13) Francis réussit a reproduire la maladie en inoculant des échantillons
humains chez des lapins et des cochons d’Inde. Il réussit a cultiver la bactérie et la décrivit
comme similaire a celle identifiée par Mc Coy. (13) L'isolement de la bactérie a partir de sang
humain, ainsi que la transmission de cette bactérie via des arthropodes hématophages se
nourrissant chez un patient aux décours d’une bactériémie conduisit au nom de tularémie.

(1,6)

Apres plusieurs années de recherche, E. Francis publia un important manuscrit qui
apporta les preuves expérimentales de la transmission de la tularémie via les morsures de
taons, les puces portées par les lapins et les souris, ainsi que par les punaises de lit. (Figure 1)
Il proposa dans cet ouvrage un nouveau milieu de culture glucosé supplémenté avec du sang
ou du sérum, et de la cystéine, permettant I'isolement de cette bactérie. Il décrivit un test
d’agglutination pour le diagnostic sérologique rétrospectif de la tularémie. Ce manuscrit
contenait également les premiers avertissements de sécurité concernant la virulence de cette
bactérie pour ’lhomme car E. Francis y rapportait six cas de tularémie acquis par du personnel
de laboratoire. (8,9,14) E. Francis résuma ses connaissances sur la tularémie dans une
deuxieme publication en 1928, fort de son expérience de plus de 800 cas humains. (15) La
transmission de la maladie par morsure de tique fut documentée entre 1924 et 1934 pour les
especes de tiques Dermacentor andersoni, D. variabilis et Amblyomma americanum. (6,9,16—

18)
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Figure 1: Sir Edward Francis (d’apres les archives de I'Institut Smithsonian disponibles sur

www.siarchives.si.edu)

Au Japon, une pathologie humaine appelée Yato-byo (maladie du lievre) transmise lors
d’un contact cutané avec un lievre contaminé et comparable a la tularémie fut mise en
évidence par Hachiro Ohara qui collabora avec E. Francis pour prouver que les deux affections
étaient causées par le méme agent pathogeéne. (5,8,19) Ohara mit au point un test
d’intradermoréaction utile pour le diagnostic précoce de la maladie, ce qui n’était pas possible
avec le test d’agglutination sérologique de Francis, et utilisable pour le diagnostic a grande

échelle en cas d’exposition de masse a cette bactérie. (20)

Aprés sa dénomination initiale de Bacterium tularense, puis sa classification transitoire
en Pasteurella tularensis dans les années 1920, I'agent de la tularémie fut dénommé
Francisella tularensis en 1959, en reconnaissance de la contribution de Francis a la
compréhension de la tularémie. (21,22) Les analyses plus récentes basées sur I’hybridation

ADN/ADN et le séquencage de 'ADNr16S confirmérent la validité du genre Francisella, au sein
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de la classe gamma des protéobacteries. (4,8,23) La premiére séparation au sein de I'espéce
F. tularensis fut le fait de N. Olsufiev qui distingua en 1959 deux biovars : F. tularensis biovar
tularensis responsable d’une forme sévere de la tularémie chez I'homme et identifié
uniquement dans le « Nouveau Monde », c’est a dire en Amérique ; et F. tularensis biovar
palearctica qui ne donnait lieu qu’a une forme clinique modérée de la tularémie dans
« I’Ancien Monde », c’est a dire en Europe. (24) Cette taxonomie fut modifiée deux ans plus
tard lorsque Jellison démontra que deux variants étaient en réalité présents en Amérique du
Nord. Ce dernier distingua les souches de « type A » présentes uniqguement en Amérique du
Nord, des souches de « type B » présentes dans tout I’hémisphére Nord. (25,26) Cette
classification est toujours utilisée actuellement. En 1970, Olsufiev proposa la dénomination
des deux types de F. tularensis sous la forme de deux sous-espéces, choisissant les
dénominations de F. tularensis subsp. tularensis pour les souches de type A et de F. tularensis
subsp. holarctica pour les souches de type B correspondant au précédant biovar palearctica
.(27) La troisieme sous-espéece F. tularensis subsp. mediasiatica fut ajoutée par la suite par

Aikimbaev pour désigner des souches présentes dans la zone d’Asie Centrale de I'URSS. (28)

L'analyse de la résistance aux antibiotiques des souches de F. tularensis subsp.
holarctica permit a Kudelina et Olsufiev a la fin de années 1970 de définir deux biovars au sein
de cette sous-espece. Lors de I'analyse de la sensibilité de 330 souches a I’érythromycine, ils
remarquerent qu’un tiers des souches étaient sensibles a 25 mg/L d’érythromycine alors que
les deux-tiers restant étaient capables de pousser sur des milieux contenant 6400 mg/L
d’érythromycine, sans qu’aucune souche ne soit dans la zone intermédiaire. Aucune
différence de virulence, de propriétés biochimiques ou de résistance a d’autres antibiotiques
n’étaient corrélées a cette dichotomie des souches au sein de la sous-espéce F. tularensis
subsp. holarctica. Cependant ils observérent que la répartition des souches était singuliere,
avec une prédominance des souches sensibles a I’érythromycine en Europe de I'Ouest, dans
I'Est de la Sibérie et dans I'Est de I'Asie, alors que les souches résistantes a I'érythromycine
étaient regroupées en Europe Centrale, dans la partie européenne de I'URSS et la partie Ouest
de la Sibérie. lls proposerent donc en 1980 de distinguer les souches de F. tularensis subsp.
holarctica sensibles a I'’érythromycine en tant que F. tularensis subsp. holarctica biovar | et les

souches résistantes en tant que biovar Il. (29,30) Toutes les souches de F. tularensis subsp.
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holarctica présentes en Amérique du Nord appartenaient en revanche au biovar I. (29,30) Ces
deux biovars furent complétés deux ans plus tard par un troisieme biovar appelé japonica pour
désigner les souches japonaises qui sont biochimiqguement et phylogénétiquement
différentiables des deux autres biovars (28,30,31) Des souches de biovar japonica ont

également été détectées plus récemment en Chine et en Turquie. (32,33)

La recherche d’un vaccin efficace contre la tularémie débuta dés les années 1930 mais
les premiers vaccins préparés a partir de bactéries inactivées ne permirent pas d’induire une
protection suffisante contre les souches les plus virulentes de F. tularensis. La production
d’une souche vivante mais de virulence atténuée fut alors entreprise afin d’obtenir un vaccin
efficace. Une telle souche fut obtenue par I'URSS qui procéda a des campagnes de vaccination
de masse dés 1946. Une ampoule de cette bactérie atténuée fut transférée en 1956 de
I'Institut Gamaleia en URSS a l'Institut de recherche médicale de I'armée américaine (Fort
Detrick, Maryland) ou fut sélectionnée la souche atténuée LVS (Live Vaccine Strain)
couramment utilisée aujourd’hui comme modeéle pour I'étude de F. tularensis. Cette souche
atténuée permit de réduire drastiquement lI'incidence des formes pulmonaires graves de la
tularémie au sein du personnel travaillant sur cette bactérie a Fort Detrick (de 5,7 a 0,27
cas/1000 employés a risque). (8) Ce vaccin n’est aujourd’hui plus utilisé en vaccination
humaine (bien gu’il n’ait pas été remplacé par un vaccin plus efficace) car son efficacité est
moindre sur les autres formes de tularémie et car il existe un risque théorique de réversion de

cette souche vaccinale vers la virulence.

F. tularensis a également été inclus dans des programmes de création d’armes
biologiques dés la Deuxieme Guerre Mondiale, de par sa contagiosité et son fort pouvoir
infectieux. De larges quantités d’armes biologiques contenant F. tularensis sous forme
lyophilisée ont été stockées jusqu’a la fin de ces programmes dans les années 1960 par I'armée
américaine et jusque dans les années 1990 par I’'URSS. (4,34,35) En 1970, 'OMS estimait que
la dispersion sous forme d’aérosol d’'une arme biologique contenant 50 Kg de F. tularensis sur
une zone urbaine de 5 millions d’habitants d’un pays développé conduirait au décés de 19000
personnes et a plus de 250000 cas séveres. De plus, sur les deux-tiers de la population qui

n‘auraient pas fui la zone en 48h, le traitement d’un million de personnes par 10 jours
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d’antibiothérapie serait nécessaire. (36) Ces chiffres expliquent la classification de cette

bactérie dans la classe A des agents potentiels de bioterrorisme par le CDC.

1.2.Taxonomie

Le genre Francisella appartient a la sous-classe gamma des protéobactéries. Il s’agit du

seul genre présent dans la famille des Francisellaceae.

1.2.1. F. tularensis

L'espece F. tularensis est actuellement scindée en trois sous-especes, différant par

leurs propriétés biochimiques et leur virulence :

- la sous-espece F. tularensis subsp. tularensis (souche de type A) qui est la sous-espéce
la plus virulente pour 'homme, localisée en Amérique du Nord. Quelques souches
environnementales ou isolées de tiques ou d’acariens en Slovaquie et en Autriche ont
été identifiées, mais I'analyse de leur génome complet a démontré qu’elles étaient trés
proches de la souche de laboratoire Schu S4 et donc probablement liées a la dispersion
de cette souche de type A d’un laboratoire vers I'environnement. (37)

- la sous-espéce F. tularensis subsp. holarctica (souche de type B) qui est responsable
d’une forme plus modérée de la tularémie et présente dans tout I’hnémisphere Nord,
avec de tres rares cas décrits dans I’hémisphere Sud, en Australie et au Soudan. (38,39)

- lasous-espéce F. tularensis subsp. mediasiatica qui regroupe quelques souches isolées

en Asie Centrale ; cette souche n’a jamais été isolée chez 'homme.

La sous-espéece F. tularensis subsp. holarctica est elle-méme divisée en trois biovars :
le biovar | correspondant aux souches sensibles a I'erythromycine, le biovar Il correspondant
aux souches résistantes a I’érythromycine, et le biovar japonica désignant les souches
japonaises capables de fermenter le glycérol et dont la séparation phylogénétique a depuis
été confirmé par séquencage de génomes complets. (31,33,40) Il a été démontré trés

récemment que la résistance aux macrolides des souches de biovar Il est liée a la présence

19



d’une mutation ponctuelle A2059C dans les trois copies du domaine V du gene rrl, codant pour
I’ARNr 23S de F. tularensis subsp. holarctica (41). Cette mutation strictement clonale et
acquise par transmission verticale est retrouvée uniquement dans le groupe phylogénétique
B.12 présent dont nous reparleront dans un prochain paragraphe et qui se superpose

exactement aux souches de biovar Il. (41)

1.2.2. Autres espéces de Francisella exceptionnellement pathogéne pour I'homme

Deux clades génétiques distincts existent au sein du genre Francisella, différant
notamment par le contenu en séquences d’insertions de leur génome et leur taux de
recombinaison. (Sjodin 2012) Le premier clade est constitué des especes F. tularensis, F.
novicida, F. hispaniensis et d’endosymbiontes d’arthropodes nommés Francisellalike (EFL). Le
deuxieme clade contient les espéces F. philomiragia et F. noatunensis. (Sjodin 2012)
L'adaptation progressive des especes pathogenes a leurs hotes semble associée a une perte
de genes plutdt qu’a I'acquisition de genes de virulence. (42) Cette adaptation a conduit de
facon indépendante a I’évolution des souches environnementales de Francisella vers des
espéces pathogenes pour les mammiferes (F. tularensis) dans le clade 1 ou pathogéne pour

les poissons (F. noatunensis) dans le clade 2. (Figure 2)

F. tularensis subsp. holarctica
0% F. tularensis subsp. mediasiatica

4 F. tularensis subsp. tularensis
17% Clade 1

F.novicida
30% 10%

F. hispaniensis
33%

W. persica

32%

F. noatunensis subsp. orientalis

F. noatunensis subsp. noatunensis | Clade 2

F. philomiragia

Figure 2 : Phylogénie du genre Francisella avec représentation de la proportion de génes de
chaque espece présentant des événements de recombinaison. (D’aprés Sjodin et al., 2012

(42))
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1.2.2.1.  F. novicida

F. novicida est la bactérie environnementale la plus proche de F. tularensis. 1l s’agit
d’une bactérie généralement avirulente pour I'lhomme. Seuls 12 cas humains ont été décrits
avec un tableau clinique proche de celui de la tularémie. La plupart de ces cas d’infection ont
été observés chez des patients immunodéprimés ou présentant d’autres pathologies sous-
jacentes, aprés une contamination par voie hydrique. (43—45). La place de F. novicida au sein
de la taxonomie du genre Francisella fait encore |'objet de débats controversés quant a son
positionnement, soit en tant que quatrieme sous-espéce au sein de I'espéce F. tularensis, soit
en tant qu’espece distincte. (46,46-48) Les deux dénominations de F. novicida et F. tularensis
subsp. n