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Avant-propos

Francisella tularensis, agent étiologique de la tularémie, est une bactérie coccobacille a
Gram négatif intracellulaire facultative, hautement pathogéne chez I’homme. Il existe 6 formes
cliniques de la maladie dont la forme pulmonaire qui entraine 30% de mortalité en 1’absence de
traitement adapté. Ce micro-organisme est hautement infectieux dans la mesure ou I’inhalation de
10 bactéries suffit a entrainer la maladie. Ces critéres de pathogénicité et de virulence justifient
son classement comme agent du bioterrorisme de classe A par le CDC.

Les données microbiologiques et cliniques indiquent que les fluoroquinolones (FQ)
représentent la meilleure alternative pour traiter la tularémie. Toutefois, 1’utilisation excessive des
FQ au cours des deux dernieres décennies est a I’origine d’une augmentation de la prévalence des
bactéries résistantes. Par ailleurs, des échecs thérapeutiques ainsi que des rechutes sont observés
dans 5 a 10% des cas malgré un traitement adapté. L’évolution vers un haut niveau de résistance
aux FQ pourrait expliquer ce taux éleve de rechute chez Francisella sp. C’est pourquoi la

compréhension des mécanismes d’acquisition des résistances aux FQ est d’un intérét majeur.

Afin de mieux comprendre 1’acquisition de la résistance aux FQ chez les bactéries du genre
Francisella, un protocole d’évolution expérimentale été réalisé au laboratoire a partir de 3 souches
de référence : Francisella tularensis subsp holarctica LVS (live vaccine strain: souche de
virulence atténuée), F. novicida et F. philomiragia. Ceci a permis d’obtenir des clones de haut
niveau de résistance aux FQ dont 1’étude phénotypique et génotypique a été réalisée a partir des
mutants intermédiaires et terminaux. Outre les mutations attendues au niveau des cibles des FQ
que sont les ADN gyrases, il a été observé que 1’exposition aux antibiotiques induisait des
mutations non-sens au niveau du géne fupA/B codant la protéine FupA/B dans 80% des souches
LVS résistantes. L’apparition de ces mutations qui sont précédées par les mutations sur ’ADN
gyrase sont accompagnées d'une augmentation modérée mais significative de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) des FQ. FupA/B (Fer-Utilization Protein) est une protéine exclusive
aux bactéries du genre Francisella impliquée dans I'acquisition du fer sidérophore-dépendante et
dont le réle dans la virulence bactérienne a été suggéré. En revanche, la contribution possible de

FupA/B dans la résistance aux FQ n'a jamais été rapportée.

L’objectif de mon travail de These a été de rechercher un lien entre la protéine FUpA/B et
la résistance aux FQ par une combinaison d’approches biochimiques et génétiques. L’expression

de FupA, protéine homologue a FupA/B dans les souches cliniques a ensuite été analysée.

12



13



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

14



15



|- LE GENRE FRANCISELLA
I-1. Contexte historique

La bactérie Francisella tularensis a été decrite en tant que pathogene humain au début des années
1900. Divers cas d’infections animales s’apparentant a la tularémie avaient été rapportés aux Etats-
Unis en 1908, en Norvége en 1890 ou encore au Japon en 1818 (1). Cependant, ce n’est qu’en
1911 que le premier cas réel de tularémie fat décrit par McCoy et Chapin chez des écureuils atteints
de « pseudo peste » en Californie, dans le comté de Tulare (2). La souche ft isolée en 1912 par
Edward Francis, qui lanomma Bacterium tularense, en rapport avec le lieu de sa découverte. C’est
en son honneur qu’on la nomma ensuite Francisella tularensis. Chez I’homme, le premier cas fit
rapporté en Ohio, en 1914 (3). C’est en 1983 qu’E. Francis nommera I’infection a F. tularensis: la

Tularémie (4).

I-2. Taxonomie
Le Tableau 1 ci-dessous illustre la position taxonomique des bactéries du genre Francisella.

Tableau 1. Taxonomie des Francisella

Domaine Bactérie
Embranchement Protéobactérie
Classe Gammaprotéobactérie
Ordre Thiotrichales
Famille Francisellaceae
Genre Francisella

La position taxonomique des bactéries du genre Francisella est complexe et a longtemps été
discutée. Dans les années 1920, et sur la base d’études sérologiques, la bactérie a d’abord été
considérée comme appartenant au genre Pasteurella puis provisoirement au genre Brucella (5).
En 1966, les résultats d’hybridation ADN-ADN ont montré que la bactérie n’était en fait pas reli¢e
au genre Pasteurella (6). Ceci a confirmé la proposition faite par Dorofe’ve de classer les bactéries
dans un nouveau genre Francisella, unique membre de la famille des Francisellaceae (7).
Ultérieurement, 1’analyse de I’ARN 16S proposé par Woese a permis de situer ces bactéries dans
la classe des Gamma-proteobactéries (8). Les résultats montrent que 1’organisme le plus proche de
F. tularensis est la bactérie intracellulaire Wolbachia persica, endosymbiote des arthropodes et

que F. tularensis possede un ancétre commun avec les pathogenes humains Coxiella burnetti et
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Legionella (9). En 2005, 1’analyse phylogénétique basée sur 1’alignement de dix protéines de 16
gamma-protéobactéries dont F. tularensis a montré que celle-ci était la lignée la plus profondement

divergente au sein de cette classe (Figure 1) (10).

0.1 Escherichia coli

100,100

Shigella flexneri
100,100

Salmonella enterica

100,100
Salmonella typhimurium
100,100

52,97 Yersinia pestis

Pasteurella multocida
100,100 (100,100

Haemophilus influenzae

100,100
Vibrio cholerae

69,74
Shewanella oneidensis

Pseudomonas aeruginosa
100,100

Xanthomonas campestris
Xanthomonas axonopodis
100,100
Xylella fastidiosa

Coxiella burnetii

100,94 Legionella pneumophila

Francisella tularensis

Bacillus anthracis

Figure 1. Arbre phylogénétique de 16 especes de y-protéobactéries
basé sur I’alignement de 10 protéines (Larsson et al. 2005)

On dénombre trois especes principales de Francisella qui sont F. tularensis, F. novicida et F.

philomiragia et dont les caractéristiques sont rapportées dans le Tableau 2.

Tableau 2. Classification de F. tularensis

. . . Localisation Virulence chez
Espéce Sous-espece Biovar ’ )
Géographique I’homme
F. tularensis tularensis (TypeA) Amérique du nord +++
Biovar | (EryS) | Hémisphére Nord
holarctica (TypeB) | Biovar Il (Ery®) | Hémisphere Nord ++
Biovar japonica | Japon
mediasiatica Asie Centrale ++
o Amérique du nord,
F. novicida ] -
Australie
F. philomiragia Hémispheére nord -
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L’espéce F. tularensis est elle-méme divisée en 3 sous-espéces : tularensis (Type A), holarctica
(Type B) et mediasiatica selon des criteres épidémiologique, biochimique, génomique,
géographique et de virulence (11). Les sous-especes tularensis et holarctica sont responsables des
cas de tularémie dans le monde. Elles ont été caractérisées en 1959 par Olsufiev et al qui ont
montré qu’il existait différents niveaux de virulence des souches en fonction de leur localisation
géographique (12). Les souches de Type A sont majoritairement retrouvées en Ameérique du Nord.
Quelques isolats ont ¢galement été identifiés dans I’environnement et dans des arthropodes en
Slovaquie et en Autriche (13). Ces souches sont hautement virulentes, seulement 10 bactéries
pouvant entrainer 1’infection et a I’origine d’une forme sévere de la maladie. Les souches de Type
B, moins virulentes, sont présentes dans tout I’hémispheére nord et sont responsables des cas de
tularémie en Europe. La sous-espece holarctica est classiquement divisée en 3 biovars : biovar |
dont les souches sont sensibles a 1’érythromycine, biovar II dont les souches sont résistantes a
I’érythromycine et le biovar japonica dont les souches sont majoritairement retrouvées au Japon
(14). Les souches cliniques que nous avons étudiées appartiennent a cette sous-espece et au biovar
I. F. tularensis subsp mediasiatica a été isolée en Asie centrale et sa virulence est comparable a

celle de la sous-espece holarctica (15).

Au début du XX¢éme siécle, I’incidence de la maladie en Russie a conduit au développement de
vaccins contre la tularémie, vaccins basés sur I’utilisation de souches vivantes atténuées. En 1956,
un de ces vaccins vivants atténués a été exporté aux Etats-Unis ou la bactérie a été isolée et a été
nommeée F. tularensis subsp holarctica LVS pour « Live Vaccine Strain » (16). La vaccination par
la souche LVS diminuait I’incidence de la tularémie pulmonaire mais n’avait pas d’effet sur la
tularémie ulcéro-ganglionnaire (17). Cette souche qui ne protege pas tous les individus n’est
aujourd’hui plus utilisée comme vaccin aux Etats-Unis (1). Les mutations conduisant & son
atténuation n’ont pas été entierement caractérisées, bien que récemment, la réintroduction des
genes inactivés pilA et FTT_0918 a permis de restaurer la virulence de LVS au niveau de celle des
souches virulentes de Type B (18). Actuellement, la souche LVS est largement utilisée comme
modeéle expérimental car les régles de sécurité pour sa manipulation sont beaucoup moins

drastiques. Elle est manipulée en laboratoire NSB2.
C’est en 1950, que F. novicida a été isolée a partir d’eau de la baie d’Ogden en Utah. Cette souche

morphologiquement identique a F. tularensis, fermente le sucrose et est non pathogéne chez

I’homme. Elle présente environ 97% d’identité nucléotidique avec la souche F. tularensis (19). Du

18



fait de ces caractéristiques communes, sa classification en tant qu’espéce et non sous-espece reste

controversée (20). Elle est la souche la plus utilisée en recherche dans les laboratoires.

La troisieme espece de Francisella est assez peu décrite dans la littérature. F. philomiragia
initialement appelée Yersinia philomiragia a été isolée pour la premiére fois en 1959 a partir d’un
rat musqué en Utah et I’année suivante a partir de 4 échantillons de prélévements d’eau (21). Sur
la base de caractéristiques biochimiques, d’hybridation ADN-ADN et de I’analyse de la
composition en acide gras de la paroi bactérienne, elle fut reclassée dans le genre Francisella en
1989 (22).

Depuis les dix dernieres années, la diversité du genre Francisella a significativement évoluée. Aux
especes majeures connues, soient F. tularensis, F. novicida et F. philomiragia, se sont ajoutées
F. noatunensis isolée en Norvége sur des morues d’¢élevage malades (Ottem et al., 2009), F.
hispaniensis isolée a partir de sang humain (Huber et al., 2010), F. piscicida responsable
d’infections graves chez le cabillaud (23), F. haliaticida souche pathogéne d’ormeaux géants du
Japon (24) et enfin F. guangzhouensis isolée dans les systémes d’air conditionnés en Chine (25).
Trés récemment, quatre autres nouvelles espéces ont été décrites dont trois proviennent
d’échantillons environnementaux : F. salina, F. uliginis, F. frigiturris. La quatriéme espéce a été
isolée chez un patient immunodéprimé : F. opportunistica qui est décrite comme une souche

opportuniste capable d’infecter ce type de patients (11).

I-3. Francisella tularensis : un agent potentiel de bioterrorisme

Du fait de leurs caractéristiques, les sous-especes de Type A et B sont considérées comme des
agents du bioterrorisme, classées catégorie A par le CDC (Centers for Disease Control) comme
c’est le cas de Bacillus anthracis, Clostridium botulinum, Yersinia pestis, Variola et les Filovirus
(Ebola, Marburg) et Arénavirus (Lassa, Machupo).

En effet, les souches présentent un fort potentiel infectieux chez I’homme (<10 bactéries), sont
facilement isolables a partir du réservoir animal et persistent au sein de 1’environnement. Elles
peuvent étre aérosolisées et entrainer des cas graves de tularémie pulmonaire dont 1’issue peut étre
fatale. De plus, comme nous I’avons évoqué ci-dessus, il n’existe pas de vaccin efficace contre la
maladie et peu d’antibiotiques sont actifs contre ces bactéries pour lesquelles la construction de
souches résistantes est largement envisageable. La propagation intentionnelle d’aérosols

infectieux pourrait étre a I’origine de nombreux cas de pneumonies associés a un fort taux de
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mortalité en 1’absence de traitement (>30%). Selon un comité d’expert de I’OMS, la dispersion
par aérosols de 50 kg de bactéries virulentes sur une ville de 5 millions d’habitants pourrait
entrainer 250 000 victimes dont 19 000 déces (26,27).

Dans le contexte de la préparation a la réponse contre une éventuelle action malveillante (plan de
prévention des risques nucléaires, radiologiques, biologiques et chimiques (NRBC)), la
surveillance nationale de la tularémie a été mise en place en France en 2002. La tularémie est ainsi
devenue une maladie a déclaration obligatoire (MDO) et un Centre National de Référence (CNR)
a été créé afin d’analyser les sérums et de caractériser les souches de Francisella isolées a partir
de patients infectés. Le CNR Francisella se trouve au sein du laboratoire de bactériologie du CHU
de Grenoble dirigé par le Pr Max Maurin.

I-4. Caracteres phénotypiques et génotypiques de la bactérie

F. tularensis est une bactérie coccobacille & Gram négatif immobile, aérobie stricte, non sporulée
et de petite taille (0,2 um de large, 0,2 a 0,7 um de long) (Figure 2A). Cette bactérie intracellulaire
facultative est entourée d’une capsule pour les souches virulentes. Les lipides de la paroi sont, pour
une bactérie a Gram-négatif, en proportions inhabituelles (70 %), la nature des acides gras étant
particuliére a ce genre bactérien. L’activité catalase est faiblement positive et celles de I’oxydase
et de I’'uréase négatives.

I s’agit d’une bactérie exigeante dont la culture est fastidieuse et requiert des milieux de culture
enrichis, notamment en L-cystéine. En ce qui concerne les milieux solides, on utilise les géloses
« chocolat » enrichies en vitamines « PolyViteX » (BioMeérieux®) et les géloses « Mueller-Hinton
modifiées » (glucose 0,1%, L-cystéine 0,1%, pyrophosphate de fer 0,025%). Pour les milieux
liquides, on distingue le milieu Chamberlain, le bouillon Mueller-Hinton modifié et le bouillon
« Schaedler K3 » (BioMérieux®). Les bactéries poussent de maniére optimale & 37°C sous 5% de
COz2. Les colonies présentent un aspect nacré et glaireux avec une absence d’hémolyse et

apparaissent en 48 heures (Figure 2B).

Le premier génome de Francisella a été séquencé en 2005 (10). Il s’agit du génome de la souche
F. tularensis subsp tularensis Schu S4 qui est hautement virulente pour I’homme. Le chromosome
circulaire est de petite taille (1,89 millions de paires de bases) et pauvre en guanine et cytosine
(32,9%). Actuellement, on compte une centaine de génomes de F. tularensis dans les banques de

données (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/511).
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Figure 2. Aspect phénotypique de F. tularensis subsp holarctica
A. Coloration de Gram : petit coccobacille & Gram-négatif

B. Colonies nacrées sur gélose chocolat supplémentées en « PolyViteX »

I1- LA TULAREMIE
11-1. Epidémiologie
11-1.1.Niche écologique

La tularémie est une zoonose responsable d’infections aigu€s chez de nombreuses especes
animales hotes. La bactérie est préférentiellement retrouvée chez les lagomorphes et rongeurs
incluant les campagnols, les écureuils et les castors (28). Des cas d’infections d’animaux
domestiques comme le chat ont également été rapportés aux Etats-Unis (29). Les arthropodes dont
les tiques, les moustiques et les mouches peuvent étre infectés par les animaux ou I’eau contaminés
et ainsi transmettre la bactérie a I’homme ou I’animal par morsure (30,31).

Des analyses par PCR en temps réel (polymerase chain reaction) d’échantillons d’eau et de
sédiments recueillis en Suéde ont démontré la présence de la souche F. tularensis subsp holarctica
ce qui suggére que la bactérie persiste dans I’environnement (32). Par ailleurs il a été montre que
F. tularensis était capable de se multiplier a l'intérieur des amibes Acanthamoeba (33) ce qui
pourrait expliquer ce mécanisme de persistance.

Ainsi, la survie de la bactérie dans la nature implique 1’existence d’un cycle dans lequel les
mammiféres hotes permettent I’amplification de la souche et les arthropodes sa vectorisation a

I’homme ou d’autres espéces animales.

11-1.2. Distribution géographique de la tularémie

La tularémie sévit principalement dans les pays de I’hémisphére nord et de rares cas sporadiques
ont été¢ rapportés dans I’hémisphere sud. Des zones d’endémies ont été décrites en Russie,

Finlande et Suéde (34). En Europe, la majorité des cas surviennent dans la partie Est du continent.
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Des épidémies a I’origine de centaines de cas ont eu lieu au Portugal, en Su¢de mais également en
Espagne (35). Aux Etats-Unis, 126 cas ont été déclarés en moyenne par an de 2000 a 2010, selon
le CDC. Plus de 50% de ces cas ont été enregistrés en Arkansas, Missouri, Dakota du Sud et
Oklahoma.

11-1.3. Données épidémiologiques en France (Données CNR)

En France, du 1° octobre 2002 au 31 décembre 2012, 433 cas de tularémie ont été diagnostiqués
et déclarés, soit une incidence annuelle moyenne de 0,07 cas pour 100000 habitants. Parmi les 433
cas déclarés, 395 étaient des cas sporadiques et 39 (9%) appartenaient a 10 épisodes de cas
groupés. Un pic épidémique a été enregistré (environ 2 fois et demi le nombre moyen annuel de
cas) durant I’hiver 2007/2008. Cette épidémie s’est produite de maniére concomitante a
I’augmentation du nombre de cas mis en évidence chez le liévre (36). Environ 60% des cas declarés
ont été expertisés par le CNR Francisella pour confirmation du diagnostic et recherche
d’éventuelles résistances aux antibiotiques.

Entre 2012 et 2015, le CNR Francisella a expertisé 1113 dossiers de patients suspectés de
tularémie. Le diagnostic a été confirmé pour 112 d’entre eux, dont 83 hommes et 29 femmes (sexe
ratio : 2,8), d’age moyen 50,9 ans (extrémes, 3 ans a 88 ans). La majorité des cas sont survenus de
maniére sporadique et sur le territoire de France métropolitaine. Quelques cas groupés sont
survenus apreés consommation d’aliments contaminés notamment des liévres. Outre son role
d’expertise, la mission du CNR est d’assurer la caractérisation et le stockage des souches de
Francisella. Cette collection de souches a servi de base de travail pour les travaux décrits dans

cette these.

11-2. Modes de contamination

La tularémie est une zoonose qui peut étre transmise de 1’animal & ’homme. La contamination
intervient de maniére directe ou indirecte. La transmission directe peut se faire par voie cutanéo-
mugqueuse lors de la manipulation d’animaux infectés (spécialement les liévres), par voie digestive
aprés ingestion d’aliments ou d’eau contaminés ou encore par voie respiratoire via I’inhalation
d’aérosols lors de la manipulation d’animaux infectés ou a ’occasion de jardinage sur un terrain
contaminé. La transmission indirecte vectorielle repose essentiellement sur des morsures de tiques
ou piqares de moustiques. Les personnes les plus touchées sont les chasseurs, fermiers et

personnels de laboratoire. La transmission d’homme a homme n’a jamais été documentée (14).
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11-3. Diagnostic clinique et biologique

11-3.1. Formes cliniques

Le diagnostic est difficile a établir d’autant que la maladie est rare en France et les signes cliniques
peu évocateurs. En France, seule la souche de Type B de virulence modérée est retrouvée. La
symptomatologie est trés protéiforme, le plus souvent il s'agira d'un état grippal. C’est pourquoi,

le contexte épidémiologique est d’une importance capitale pour orienter les cliniciens.

La tularémie se manifeste aprés une période d’incubation de 3 a 5 jours par un syndrome pseudo-
grippal se traduisant par les signes cliniques suivants : fievre, maux de tétes, myalgies et
arthralgies. Il existe six formes cliniques majeures de la pathologie qui dépendent de la porte
d’entrée de la bactérie (1,14). Ces formes sont décrites ci-dessous.

- Formes ulcéro-ganglionnaire et ganglionnaire
La transmission se fait par voie cutanée au niveau de la peau et des muqueuses. Elle se manifeste
par I’apparition d’un ulcere cutané d’inoculation (Figure 3A), associé a des adénopathies se situant
sur le territoire de drainage de la Iésion. La forme ganglionnaire pure est dépourvue de lésions

initiales (Figure 3B).

Figure 3. Ulcére d’inoculation et
tularémie ganglionnaire

Ces formes sont les plus fréquentes, en France elles représentent 72% des cas déclarés de 2002 a
2012 selon I’Institut national de Veille Sanitaire (InVS) (Figure 4). Entre 2012 a 2015, sur les 112
patients répertoriés par le CNR, 70 cas correspondaient & une forme ganglionnaire ou ulcéro-

ganglionnaire.
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- Forme pharyngo-ganglionnaire
Elle survient aprés ingestion d’eau ou d’aliments contaminés et se traduit par une pharyngite
chronique s’accompagnant parfois d’ulcéres muqueux associés a des ganglions lymphatiques

cervicaux gonflés et douloureux.

- Forme oculo-ganglionnaire de Parinaud
C’est une forme rare (5% des cas) qui se manifeste par une conjonctivite unilatérale trés

douloureuse accompagnée d’adénopathies localisées.

- Forme pulmonaire
Cette forme clinique rare survient apres inhalation d’aérosols infectés ou dissémination
hématogene de la bactérie a partir d’une autre forme clinique. L’inhalation de 10 bactéries peut
suffire a entrainer la maladie. Elle se manifeste par une pneumonie aigué ou chronique. L’atteinte
respiratoire fait partie des signes de gravité de la maladie et peut mettre en jeu le pronostic vital,
avec possibilité de syndrome de détresse respiratoire. En cas d’absence de traitement adapté, le

taux de mortalité peut atteindre 30% dans le cas d’infection avec le biotype A.

- Forme typhoidique
I1 s’agit d’une forme septicémique qui peut étre associée a une forme digestive. Elle se traduit par

une fievre avec prostration et perte de poids.
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Figure 4. Distribution des formes
cliniques parmi les cas de tularémie
déclarés en France de 2002 a 2012
selon I’InVS

(Mailles and Vaillant, 2014)
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11-3.2. Diagnostic biologique
Le diagnostic biologique repose essentiellement sur la sérologie et la biologie moléculaire.

e Culture
F. tularensis est une bactérie exigeante dont la culture est fastidieuse. Sa croissance requiert un
milieu riche complémenté en cystéine ou avec un milieu nutritif (PolyViteX) et une incubation a
37°C en présence de 5% de CO2 (cf. § I-4) pendant 24 & 48 heures.
Cette bactérie peut étre isolée (< 10 % des cas) a partir de prélevements ganglionnaires, cutanés,
conjonctivaux, oropharyngés ou sanguins. L’utilisation d’antibiotiques sélectifs dans les milicux
et la diminution de délais entre le prélevement et la mise en culture pourraient favoriser son
isolement. 1l est important de souligner que F. tularensis étant hautement virulente, sa
manipulation doit étre effectuée dans un laboratoire de niveau de sécurité microbiologique de
niveau 3 (14,37).
Au CNR Francisella, 13 souches ont été isolées a partir de prélevements humains au cours de
I’année 2016.

e Spectrométrie de masse: MALDI-TOF
L’identification rapide et & bas colt des sous-espéces de bactérie du genre Francisella peut
aujourd’hui étre réalisée par spectrométrie de masse MALDI-TOF (38). Cette technique requiert
cependant d’isoler au préalable la souche, ce qui n’est pas trés fréquent ainsi que nous venons de
I’indiquer. Pour des raisons de sécurité, la souche doit étre inactivee avant la réalisation du dépot

sur la plaque de MALDI-TOF, I’automate étant généralement situé a 1’extérieur du laboratoire P3.

e Sérologie
Les tests sérologiques sont effectués en premiere intention. Il s’agit de mettre en évidence les
anticorps (IgM et 1gG) dirigés contre la bactérie presents dans le serum des patients par une
technique d’immunofluorescence indirecte et une technique de séroagglutination (micro et
macroagglutination) sur plaque, qui sont les techniques les plus fréquemment utilisées notamment
au CNR. La souche LVS de virulence atténuée est généralement utilisée pour préparer I’antigene
qui sert de témoin positif. Les anticorps sont détectables environ 1 a 2 semaines apres la survenue
des premiers signes cliniques, atteignent un taux maximal en 3 a 4 semaines puis diminuent
progressivement. Le seuil significatif est de 1:160 en macroagglutination et 1:128 en
microagglutination. Le diagnostic est confirmé dés lors que I’on observe une séroconversion ou

une multiplication par 4 au moins des titres sérologiques sur deux sérums prélevés a 15 jours
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d’intervalle (39). Les résultats de sérologie sont spécifiques malgré des réactions croisées avec les

bactéries du genre Brucella par exemple.

e Biologie moléculaire: PCR

Les techniques de biologie moléculaire sont essentielles pour établir le diagnostic d’infection a F.
tularensis. La PCR basée sur I’amplification de séquences spécifiques du génome bactérien
présente deux avantages : elle peut étre réalisée a partir de prélevements cliniques (sang, lIésions
cutanées, biopsies ganglionnaires...) ne nécessitant pas I’isolement de la bactérie et de faibles
quantités de I’agent infectieux peuvent étre détectées. Les génes ciblés pour 1’identification du
genre Francisella sont :

- ISFtu2 : séquence d’insertion (40)

- Un géne codant une protéine de 23 kDa (41)

- tuld : code une protéine de surface (42)

- fopA : code une protéine de la membrane externe (43)

- IpnA: code une lipoprotéine (44)
La séquence d’insertion ISFtu2 est utilisée pour discriminer les espéces. Le séquencage de la
région inter-génique de I’ARN 16S-23S permet de différencier les sous-espéces (45).
Des études cliniques ont montré ’intérét de la PCR dans le diagnostic de la tularémie
ulcéroganglionnaire (46). De plus, pour améliorer la détection de Francisella dans les échantillons
complexes, Versage et al. ont développé une PCR multiplexe ciblant ISFtu2, le géne codant la
protéine de 23 kDa et tul4 (47). Leurs résultats montrent que la technique est plus sensible que la
culture.
Le CNR utilise la PCR ciblant la séquence d’insertion ISFtu2 pour réaliser le diagnostic de la
tularémie a partir des prélévements cliniques. En cas de réponse positive, une seconde PCR en
temps réel permet de vérifier I’appartenance de la bactérie au Type B. Cette PCR cible une jonction

entre ISFtu2 et une région flanquante en 3’ (GenBank AY06) (48).

11-4. Traitement

Malgré de nombreux progres dans le diagnostic et la prise en charge de la maladie, I’issue de la
tularémie de Type A peut encore étre fatale. La tularémie de Type B, bien que moins virulente, est
fréguemment associee a des complications et a de longues périodes de convalescence. Un

traitement précoce et adapté a la gravité de la maladie est indispensable pour une bonne prise en
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charge des patients. Les signes cliniques peu évocateurs, tels qu’une fiévre prolongée, sont
cependant souvent associés a un traitement empirique par les B-lactamines qui s’avérent
inefficaces. F. tularensis est en effet naturellement résistante in vitro a divers antibiotiques dont
les B-lactamines. F. tularensis de Type B biovar Il est quant a elle résistante aux macrolides. Par
ailleurs, du fait de sa localisation intracellulaire facultative, 1’utilisation d’antibiotiques présentant
des propriétés pharmacocinétique et pharmacodynamique adaptées est nécessaire. On distingue
deux types de traitement : curatif et prophylactique. Le traitement curatif est destiné aux patients
infectés et atteints de tularémie alors que le traitement prophylactique est destiné aux patients ayant

été potentiellement en contact avec F. tularensis.

e Traitement curatif
Les aminosides (streptomycine, gentamicine), les fluoroquinolones (FQ) (ciprofloxacine,
Iévofloxacine) et les tétracyclines (doxycycline) sont les antibiotiques utilisés en premiere ligne
de traitement (26).

- Formes de gravité légére a modérée
L’utilisation de FQ ou de tétracyclines est préconisée dans les cas de formes de gravité légere a
modérée. La ciprofloxacine est administrée a une dose de 800 a 1000 mg/jour par voie
intraveineuse ou orale pendant 10 a 14 jours. La doxycycline qui peut étre utilisée comme
alternative, est administrée a raison de 200 mg/jour. Du fait de son activité bactériostatique la
durée de traitement est allongée a 15 jours pour éviter les risques de rechute (Tarnvik and Chu,
2007). En effet, et bien qu’aucune résistance acquise n’ait ét¢ décrite, on observe respectivement
5-10% et 10-15% d’échecs thérapeutiques et rechutes malgré un traitement adapté aux FQ ou aux

tétracyclines.

- Formes de gravité sévere

Les aminosides sont des antibiotiques avec une forte activité bactéricide. Ils représentent le
traitement approprié dans le cas des formes sévéres de la maladie. La streptomycine a longtemps
été I’aminoside de référence (97% de guérison) mais du fait de sa toxicité cochléo-vestibulaire et
des risques de réaction d’hypersensibilité, elle a été remplacée par la gentamicine qui est
administrée a raison de 5 mg/kg/jour pour voie intra-veineuse pendant 10 jours. Des dosages
sériques de I’antibiotique sont effectués en parallele pour limiter les risques de néphrotoxicité et
ototoxicité (49).
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- Enfants
Dans les cas de formes sévéres, la gentamicine a 5 mg/kg associée a un suivi par dosage sérique
est recommandée chez 1’enfant. Pour les formes de gravité modérée, la ciprofloxacine a la dose de
15 mg/kg est une alternative bien que non recommandée pour un age inférieur a 15 ans. Dans tous

les cas, la durée de traitement doit étre d’au moins 10 jours.

- Femmes enceintes
Bien que la ciprofloxacine et la gentamicine soient des antibiotiques contre-indiqués par la FDA
durant la grossesse, leur utilisation a été recommandée par un groupe de travail de biodéfense
civile. Ces antibiotiques sont des options aux mémes doses que pour les patientes non-enceintes

mais avec une durée de traitement a adapter (50) .

- Patients immunodéprimes
Dans le cas des patients immunodéprimés, les aminosides sont prescrits en premiere ligne de
traitement et la ciprofloxacine reste une alternative. Ils sont recommandés aux mémes doses que

pour les patients immunocompétents pour une durée de traitement de 14 jours.

e Traitement prophylactique
Le traitement prophylactique doit étre initié 24 h apres 1’exposition, pendant une durée de 14 jours
avec de la ciprofloxacine a la dose de 1 g/jour ou avec de la doxycycline 200 mg/ jour (OMS
Guidelines-2014).

11-5. Sensibilité aux antibiotiques

Les valeurs de concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenues pour 8 souches de Type A

et 16 souches de Type B isolées aux Etats-Unis sont rapportées ci-dessous.

Tableau 3. CMI (mg/l) de différents antibiotiques vis a vis de F. tularensis
D’apreés Johansson et al. 2002

Antibiotique Type A Type B Seuil de Sensibilité
(selon CLSI)

Streptomycine 0.064-2 0.032-1 <8

Gentamicine 0.032-0.25 0.016-0.125 <4

Doxycycline 0.125-2 0.125-2 <4

Ciprofloxacine 0.016-0.064 0.016-0.064 <0.5
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Aucune résistance naturelle de F. tularensis aux antibiotiques utilisés en thérapeutique (FQ,
aminosides, tétracyclines) n’a ét¢ démontrée selon les seuils de sensibilité fixés par le CLSI

(Clinical and Laboratory Standards Institute).

Les tests d’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques ne sont pas effectués automatiquement en
routine étant donné qu’il n’y a pas de résistance naturelle des souches aux traitements
recommandés. La mesure de CMI en milieu liquide (Mueller-Hinton supplémenté en vitamines)
peut étre utilisée selon les recommandations du CLSI (51). L’antibiogramme par bandelettes E-
test, basé sur un gradient de diffusion d’antibiotiques sur géloses peut également étre employé
pour déterminer la sensibilité de F. tularensis aux antibiotiques (52,53).

Du fait de I’utilisation potentielle de la souche a des fins de bioterrorisme, 1’étude de la résistance
aux antibiotiques reste un sujet d’une grande importance. Dans le cadre d’expérimentations in
vitro, des souches de Francisella résistantes a la ciprofloxacine ont été générées afin d’étudier les
mécanismes potentiels d’acquisition de la résistance aux FQ et de développer des outils pour
déterminer la résistance éventuelle (54-56). Nous reviendrons sur ce point dans la suite du

manuscrit.

I11- LES FLUOROQUINOLONES
I11-1.Structure

Les FQ sont des antibiotiques de synthése dérivés de 1’acide nalidixique découvert en 1962, tres
fréquemment prescrits dans le monde (57). La structure de base des quinolones est 1’acide
quinoléine-3-carboxylique. C’est I'ajout de I'atome de fluor (en R6) dans les années 1970 qui a
permis d'augmenter fortement la pénétration des molécules quinolones dans les cellules (x200) :
ce fut la naissance des FQ. Ces molécules ont en commun un noyau pyridone -carboxylique dont

I’atome d’azote en 1 qui est substitué par différents groupes (Figure 5).

Remplacé par un Fluor (FQ)

Figure 5. Structure commune aux quinolones et fluoroguinolones
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I11-2. Spectre d’action

On compte actuellement quatre générations de quinolones dont les principales molécules associées

a leur spectre d’action sont décrites dans le Tableau 4 ci-apres.

Tableau 4. Principales quinolones et spectre d’action

Génération

Molécule

Spectre

Quinolone 1% génération

Acide nalidixique

- bactéries a Gram négatif
- entérobactéries

Quinolone 2°M génération

FQ urinaire :
Norfloxacine NOROXINE®

FQ systémiques :
Ofloxacine OFLOCET®

- bactéries intracellulaires,

- Pseudomonas aeruginosa

- Staphylococcus aureus sensible
a la méticilline

Ciprofloxacine CIFLOX®
Péfloxacine PEFLACINE®
Lévofloxacine TAVANIC®

- bactéries a Gram positif

- streptocoques (dont
pneumocoque)

- Elargissement vers anaérobies

- pneumocoque

Quinolone 3°M génération

Quinolone 4°™ génération | Moxifloxacine 1ZILOX®

La premiere génération de quinolones avait une activité réduite aux infections a entérobactéries du
tractus urinaire du fait de la diffusion restreinte de ces molécules dans 1’organisme. Le spectre des
autres générations, correspondant aux FQ, a été largement étendu aux bactéries a Gram négatif et
a Gram positif. Les derniéres molécules (3™ et 4°™ génération) permettent en particulier de cibler

le pneumocogue et les anaérobies.

111-3. Mécanisme d’action

Les FQ inhibent la réplication de I’ADN bactérien en ciblant les ADN topoisomérases de type II
(ADN gyrases et ADN topoisomérases de type 1V), enzymes impliquées dans la topologie de
I’ADN. Les ADN gyrases présentent une structure hétérotétramérique (A2B>) dont les sous-unités
sont codées par gyrA et gyrB. Les topoisomérases de type IV sont aussi des hétérotétrameres
composés de sous-unités distinctes appelées ParC et ParE qui sont respectivement homologues a
GyrA et GyrB. Comme dans la plupart des bactéries a Gram négatif, la cible principale des FQ
chez F. tularensis est I’ADN gyrase. Cette enzyme, essentielle pour la réplication bactérienne et
absente chez les eucaryotes, constitue une cible antimicrobienne idéale (58).

L’analyse de la structure cristallographique de ces complexes a permis de mettre en évidence que

les régions N-terminale de GyrA et C-terminale de GyrB formaient avec I’ADN, une poche

30



appelée QBP « Quinolone Binding Pocket » dans laquelle s’inséraient les FQ (59,60). C’est dans
cette poche que se fixent les FQ, bloquant ainsi le clivage de I’ADN et par conséquent la réplication
bactérienne. Les ADN gyrases étant des protéines conservées, nous avons fait une modélisation

structurale du complexe de F. novicida (61). Cette modélisation est présentée ci-dessous.

Figure 6. Modélisation de la structure de ’ADN gyrase de F. tularensis

(Collaboration Claudine Mayer, Institut Pasteur Paris)

A. L hétérotétramére est composé de 2 sous unités GyrA (en bleu) et deux sous unités GyrB (en rouge). L’ADN est
représenté en orange et les FQ en vert. La fleche noire indique la position du QBP dans le cceur catalytique.

B. Vue du dessus du cceur catalytique de ’enzyme, les FQ (en vert) et ’ADN (en orange). Les résidus tyrosine
constituant le site actif sont indiqués en jaune et forment une liaison covalente avec I’ADN stabilisant les cassures
doubles brins de I’ADN.

I11-4. Mécanisme de résistance

Du fait de ’utilisation excessive des FQ depuis 1990, on observe une augmentation constante et
préoccupante du nombre de souches résistantes aux FQ ce qui pose un réel probléme de santé

publigue.

111-4.1. Résistances chromosomique : modification de la cible enzymatique

Suite & une exposition aux FQ, il a été observé que les bactéries généraient des mutations sur gyrA
et gyrB (ou parC et parE), mutations qui se traduisent par des modifications (Insertions/
Délétions/Substitutions) au niveau des acides aminés. Chez les bactéries a Gram négatif, ces
mutations sont essentiellement retrouvées au niveau de régions spécifiques des ADN gyrases
appelées « Quinolone Resistance Determining Region » QRDR-A (pour GyrA) et QRDR-B (pour
GyrB) (58). Ainsi, le domaine QRDR-A décrit chez E. coli se situe entre les acides aminés 67 et
106 avec des « hot spots » de mutations au niveau des acides aminés en position 83 et 87 (62). Les
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QRDR-A et —B sont localisées au sein de la QBP et il est évident que des mutations dans cette
région peuvent altérer la structure de la protéine et diminuer 1’affinité de 1’antibiotique a sa cible.
Afin d’étudier 1’aquisition de la résistance des bactéries Francisella aux FQ, des lignées
d’évolution expérimentale ont été produites au laboratoire en cultivant ces bactéries en présence
de concentration croissantes de FQ pendant 14 passages (56). Pour les trois especes F. tularensis,
F. novicida et F. philomiragia, I’apparition d’isolats avec de trés haut niveau de résistance a été
observée (CMI 32-64 mg/l). Tous ces isolats présentent des altérations de I’ADN gyrase. Outre les
mutations au niveau du QRDR-A et QRDR-B I’exposition des souches de Francisella aux FQ
induit d’autres délétions ou substitutions non préalablement répertoriées au niveau sous-unités A
ou B de ’ADN gyrase. Dans un travail récemment publi¢ et auquel j’ai contribué, nous avons
analysé les consequences fonctionnelles de ces mutations par des tests de super-enroulement ou
clivage de I’ADN avec des protéines recombinantes ainsi que par transformation génétique
(complémentation) des souches mutées. Ces résultats ont montré que, dans le cas de F. novicida,
ce sont les mutations sur la sous-unité B de I’ADN gyrase qui apparaissent en premier. Par ailleurs,
nous avons montré que les mutations de GyrA et/ou GyrB ne sont pas systématiquement associéees

a une augmentation de la résistance ce qui suggére que d’autres cibles sont affectées (61).

111-4.2. Autres résistances

Parmi les autres mécanismes qui peuvent rendre compte d’une augmentation de la résistance nous
citerons la diminution de I’accumulation de I’antibiotique au niveau intracellulaire via les systemes
de pompes a efflux. Un mécanisme de résistance plasmidique médié par le gene gnr a également
été décrit. Dans ce systeme, la protéine Qnr se fixe aux topoisomérases bactériennes et réduit
I’affinité de 1’enzyme pour I’ADN (62).
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IVV- LA PROTEINE FUPA/B

Comme évoqué ci-dessus, des lignées d’évolution expérimentale résistantes aux FQ ont été
produites au laboratoire (56). Dans la mesure ot nous avons montré que les mutations de I’ADN
gyrase n’était pas toujours associées a une résistance (61), le séquencage des génomes de ces
souches a été réalisé. L’analyse des séquences obtenues a montré que chaque isolat résistant
présentait quatre a cinq mutations autres que celles de ’ADN gyrase. Un point intéressant que
nous avons observé est que dans le cas de F. tularensis, plus de 80% des mutants présentaient une
mutation du gene fupA/B. L’étude chronologique de I’apparition de ces mutations a montré
qu’elles intervenaient aprés les mutations sur gyrA et gyrB et qu’elles induisaient dans la plupart
des cas I’apparition d’un codon STOP (résultats non publiés). Pour des raisons éthiques, les
mutants résistants de F. tularensis ont été générés a partir de la souche LVS qui est une souche de
virulence atténuée. Cette souche a la particularité de posséder une protéine hybride issue d’un géne
de fusion entre les régions 5° de fupA (FTT_0918) et 3’ de fupB (FTT 0919) d’ou le nom de
FupA/B (Figure 7).

- Génome LVS

5 7 i 3’ 5’ .3 )
RS [ Génomes

fupA fupB Francisella tularensis (Type A et B)
Francisella novicida
Francisella philomiragia

Figure 7. Représentation schématique du géne fupA/B de la souche LVS

Lors du séquencage du génome de la souche Francisella tularensis subsp tularensis Schu S4, les
genes FTT_0918 (FupA) et FTT_0919 (FupB) ont été annotés comme codant des protéines
membranaires de fonction inconnue et exclusives au genre Francisella (10). C’est I’analyse d’un
mutant spontanné de Schu S4 de virulence atténuée, isolé en Suede (FSC043), qui a permis de
mettre en évidence pour la premiére fois la fusion FupA-FupB (63). La construction du mutant de
délétion Schu S4-AfupA a ensuite démontré que ce géne était associé a la virulence de Francisella,
contrairement a fupB (63). Ultérieurement, Lindgren et al. ont montré que FupA jouait un réle
dans I’aquisition du fer sidérophore-dépendante et indépendante ce qui renforce son réle dans la
virulence. De ce fait, la protéine a été nommeée FupA pour « Fer Utilization Protein » (64). Aucune

donnée n’est actuellement disponible dans les banques de données concernant la structure de cette
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protéine de 58 kDa. Son analyse bioinformatique montre la présence d’une séquence signal et d’un
motif lipoprotéique qui suggérent un ancrage membranaire. Le fractionnement par ultra-
centrifugation sur gradient de concentration de sucrose couplé a des WB suggére une localisation
sur la membrane externe de la bactérie (65). Aucune fonction n’a été assignée a FupB dont le

repliement en feuillets-f3 évoque la structure d’une porine.

A notre connaissance aucun lien n’a été rapporté entre FupA, FupB, FupA/B et résistance aux
antibiotiques. Le fort taux de mutation de FUpA/B sur les isolats de F. tularensis LVS résistants
aux FQ nous a amené a considérer FUpA/B comme cible des FQ. Cette hypothése est renforcée
par un travail publié récemment par une équipe américaine et qui décrit une forte proportion de
mutations du géne fupA/B dans des mutants d’évolution LVS expérimentaux résistants a la
ciprofloxacine (54). Nous avons observe que la mutation non-sens de FUpA/B intervient dans la
région N-terminale homologue de FupA. Il est intéréssant de souligner que cette altération n’est
pas exclusive a la souche LVS. En effet, comme nous I’avons mentionné précédemment (cf. 8 I11-
4.1), chez F. novicida les mutations de I’ADN gyrase ne sont pas systématiquement associées a
une acquition de résistance. C’est vrai en particulier pour 1’isolat Fno3 qui posséde une délétion
inactive sur gyrA (AE524, AS525) et qui est hautement résistant a la ciprofloxacine (CMI 32 mg/l).
Le séquencage de son génome a montré qu’il y avait d’autres mutations dont I’apparition d’un
codon STOP sur FupA (61).

A ce jour, aucune souche clinique de F. tularensis avec des mutations sur I’ADN gyrase n’a été
1solée. Ceci est cohérent avec le fait qu’aucun de ces isolats ne présente de résistance aux
antibiotiques puisque souvent isolé avant traitement. L’analyse d’amplicons PCR obtenus a partir
de ’ADN extrait de prélevements (ganglions) de patients infectés en rechute ou en échec
thérapeutique, n’a pas non plus permis de mettre en évidence de mutations sur le QRDR-A ou-B

(Caspar et al. sous presse).

L’ensemble de ces observations nous a conduit a formuler I’hypothése qu’in vivo, I’exposition de
bactéries du genre Francisella aux FQ, pouvait altérer I’expression d’autres cibles dont FupA. Les
objectifs et la démarche expérimentale que nous avons mis en ceuvre pour répondre a cette question

sont détaillés dans la suite de ce manuscrit.
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Les objectifs de ma Théese ont été d’analyser I’expression de FupA comme marqueur
potentiel de la résistance aux FQ chez les isolats cliniques de F. tularensis en utilisant des
approches combinées de biologie moléculaire, de biochimie et de génétique bactérienne. FUpA est
présente dans les souches cliniques ainsi que chez F. novicida. Il s’agit d’une protéine homologue
a la partie N-terminale de FupA/B retrouvée chez la souche LVS de F. tularensis utilisée comme

modele expérimentale.
La démarche expérimentale comporte trois parties :

Dans une premiére étape, je me suis consacrée a la production d’un anticorps spécifique dirigé
contre la partie N-terminale de FupA/B. Il était en effet indispensable, pour mener a bien ce projet,
d’avoir un outil permettant de vérifier I’expression de la protéine dans les souches d’évolution
expérimentale de LVS avec des mutations sur le géne codant cette protéine et que nous souhaitions

modifier génétiqguement.

J’ai ensuite vérifié ’hypotheése d’un role de FupA/B dans la résistance aux FQ par la manipulation
génétique de la souche LVS de F. tularensis. Deux approches ont été déclinées en paralléle, la
complémentation ou la délétion du géne. Pour toutes les souches obtenues, j’ai pu vérifier le niveau
d’expression de FupA/B par WB avec I’anticorps produit et tenté d’établir une corrélation entre

expression de cette protéine et la résistance aux FQ évaluée par mesure de CMI.

Au regard des résultats obtenus en amont et d’autres données discutées dans ce manuscrit, j’ai
ensuite analysé 1’expression de FupA dans des isolats cliniques de la collection F. tularensis du
CNR. La recherche de mutations par PCR/séquencage sur des ADN extraits de prélévements a

également été abordée.

Je dois préciser que les résultats que je vais présenter et qui font I’objet de ma These d’Exercice
s’inscrivent dans le contexte plus large d’un travail de recherche que je réalise dans le cadre d’une
Thése de Sciences. Celle-ci porte sur 1’étude structurale et fonctionnelle de FupA/B et la
compréhension des mécanismes moléculaires qui rendent compte du réle de cette protéine dans la

résistance aux FQ.
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|- SOUCHES, PLASMIDES ET CONDITIONS DE CULTURE

I-1. Souches bactériennes et plasmides

Les bactéries et plasmides utilisés dans cette étude figurent dans le Tableau 5.

Tableau 5. Souches bactériennes et plasmides utilisés lors de I’étude

Souches ou plasmides Description Référence et source
Souches
F. tularensis subsp holarctica LVS NCTC 10857 CRSSA
F. tularensis subsp holarctica LVS CPX' Sutera et al. 2014
P2V1/P12V3
LVSAfupA/B AfupA/B Cette étude
LVSAfupA/B + fupA/B AfupA/B + fupA/B Cette étude
F. novicida CIP 56.12 Institut Pasteur, Paris.
Escherichia coli TOP10 Invitrogen

BL21 (DE3) Invitrogen
Plasmides
pMP828 kan’ Lovullo et al. 2009
pMP828-fupA/B kan’, +fupA/B Cette étude
pMP812 Plasmide suicide, sach® kan" Lovullo et al. 2009
pMP812-AfupA/B Construction AfupA/B Cette étude
pDON221 vecteur donneur, kan' Invitrogen
pDEST17 vecteur d’expression, amp'’, tag (HIS)s  Invitrogen

Les bactéries du genre Francisella ont été cultivées dans du bouillon Schaedler K3 (BioMérieux®)
sous agitation 200 rpm a 37°C ou sur gélose chocolat PolyViteX (BioMérieux®) a 37°C sous 5%
de CO.. Lorsque nécessaire, la kanamycine (10 pug/ml) a été ajoutee. Alors que la manipulation
des souches F. tularensis subsp holarctica LVS, F. novicida et F. philomiragia se fait en
laboratoire NSB2, la manipulation de la souche hautement virulente F. tularensis subsp holarctica
impose de travailler en laboratoire NSB3.

Les bactéries E. coli ont été cultivées en milieu Luria Bertani (LB) a 37°C en présence

d’ampicilline (100 pg/ml) ou de kanamycine (50 pg/ml), comme précisé ci-dessous.
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I-2. Souches cliniques

Dans cette étude, nous avons testé 63 souches cliniques de F. tularensis subsp holarctica isolées
de patients et répertoriées dans la collection du CNR Francisella du CHU de Grenoble. Ce
souchier a fait I’objet d’une déclaration auprés du Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la
Recherche (DC-2008-677).

I1- CLONAGE
I1-1. Construction du plasmide pMP812-AfupA/B

Le plasmide pMP812 est un plasmide suicide de Francisella porteur d’un géne de résistance a la
kanamycine et d’un geéne de sensibilité au sucrose. Il est utilisé pour le développement de souches
« knock out ». Dans le but de générer une souche LVSAfupA/B, nous avons construit le plasmide
pMP812-AfupA/B a partir du plasmide pMP812 (Figure 8) (66).

Une région flanquante en 5° du gene fupA/B de 829 pb et une région intra-génique de 421 pb ont
été amplifiées a partir de ’ADN génomique de LVS en utilisant les couples d’amorces
FTL0438_F/FTL0438 R (PCR 1) et FTL0439_F/FTL0439_R (PCRII) (Tableau S1 — Annexes).
Les amorces FTL0438_F et FTL0439 R contiennent respectivement les sequences spécifiques des
sites de restriction Notl et BamHI afin de borner la fusion. Les deux fragments amplifiés ont été
purifiés sur gel puis liés par PCR de chevauchement. L’amplicon a été digéré par Notl et BamHI
puis cloné dans le plasmide pMP812 également digéré par ces mémes enzymes. Le produit de
ligation obtenu a été utilisé pour transformer des bactéries E. coli Top10 rendues chimiguement
compétentes selon le Protocole 1 basé sur des lavages en CaCl; et MgCl, (cf. Annexes). Les
bactéries transformées ont ensuite été sélectionnées sur gélose contenant de la kanamycine et la
présence de I’insert vérifiée par digestion sur mini-préparations d’ADN plasmidique (QIAprep
Spin Miniprep kit Qiagen®). Aprés séquencage (Eurofins), le plasmide pMP812-AfupA/B a été
produit en plus grande quantité (Hi speed® Plasmid Midi kit Qiagen®) pour la transformation des
souches de Francisella et la construction de la souche LVSAFupA/B. La concentration finale
obtenue est de 70 ng/pl. Les séquences des amorces sont indiquées dans le Tableau S1 (cf.

Annexes).
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Figure 8. Construction du plasmide pMP812-AfupA/B

Le produit de fusion a été introduit dans le MCS (multicloning site) du vecteur pMP812 au
niveau des sites BamH1 et Notl. aphA-1 : gene de résistance a la kanamycine, ColEl :
origine de réplication d’E.coli, sacB : géne de sensibilité au sucrose

11-2. Construction du plasmide pMP828-fupA/B

Le géne fupA/B de LVS et le promoteur pfslA ont été amplifiés par PCR a partir de I’ADN
génomique de la souche LVS en utilisant les couples d’amorces pfslA F/pfslA_R et
fupA/B_F/fupA/B_R (Tableau S1 - Annexes). Ces amorces contiennent les séquences spécifiques
de sites de restriction afin de borner la fusion pflsA-fupA/B avec les sites BamH1 et EcoRI. Un site
BspEl a également été introduit en 3” de pfslA et en 5° de fupA/B afin de générer la fusion (Figure
9). Les deux fragments amplifiés ont été purifiés sur gel, digérés par BspEI puis liés avec la T4
DNA ligase. Le produit de ligation a été amplifie par PCR avec les amorces correspondant aux

extrémités 5’ et 3’ du géne de fusion soient pfslA_F et fupA/B_R. L’insert digéré par BamH1 et
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EcoRlI a ensuite été cloné dans le plasmide réplicatif pMP828 préalablement digéré par les mémes
enzymes. En suivant les mémes étapes que celles décrites ci-dessus (cf. 8 11-1.) le plasmide a pu
étre produit en plus grande quantité pour la transformation des souches de Francisella. La

concentration finale obtenue est de 50 ng/pul.

ORF2 rmBT1

aphA-1 . i
Figure 9. Construction du
pMP828 plasmide pMP828-fupA/B
4683bp  pgroEsL |

/ Le produit de fusion pfslA-fupA/B a été

o introduit dans le MCS du vecteur pMP828
\ ORFS ColE1 au niveau des sites BamHI et EcoRI. Les
\ ORF4 amorces pMP828_1375F et
MCSrz~ pMP828_1731R utilisées pour le criblage
PMPS$28 1;75}\‘/;;;, I,}s,.. PMP828_1731R des clones obtenus sont indiquées en rouge.
& \B@.;!I aphA-1 : géne de résistance a la
/ £al kanamycine, ColEl : origine de réplication
Feon d’E.coli, Ori : origine de réplication de
- F.tularensis.
/zooo pb

A BspEl

2
v pfsIAy  fupA/B

BamHI ‘ EcoRI

11-3. Clonage de la région N-terminale de fupA/B dans un vecteur d’expression

procaryote par la Technique de clonage Gateway™

Le clonage de la region N-terminale du géne codant la protéine FupA/B (N-ter FUpA/B) dans un
vecteur d’expression a été réalisé selon la technique de clonage par recombinaison Invitrogen™
Gateway . Cette technique développée dans les années 90 permet de contourner les limites de
clonage traditionnel liées a I’insertion de sites de restriction spécifiques et d’accéder a quasiment

n’importe quel systéme d’expression en quelques étapes (Figure 10).
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Figure 10. Principe de la technique de Clonage Gateway™

La séquence d’intérét du géne fupA/B a été amplifiée par PCR a partir du couple d’amorces Nter-
FupA/B_F et Nter-FupA/B_R (Tableau S1 - Annexes) qui présentent a leurs extrémités les sites
de recombinaison attB1 et attB2. Nous avons également introduit en amont du géne, la séquence
correspondant au site de clivage de I’enzyme TEV (Tobacco Etch Virus) ce qui permet apres
purification d’éliminer 1’étiquette ajoutée en N-ter

minal (Figure 11).

Forward primer
GGGG attB1 TEV site

TSLYKKAGLENLYFFQlGXXX

Reverse primer , ) .
P , Séquence fupA/B complémentaire

GGG NNV SToP [ STOP |

Séquence fupA/B sans I'ATG inital

Figure 11. Choix des amorces pour le clonage de la région N-terminale de FupA/B dans un
vecteur d'expression

Ce schéma illustre la construction des amorces pour le clonage par recombinaison du géne fupA/B. Les sites attB1 et
attB2 correspondent aux sites de recombinaison permettant 1’insertion dans le vecteur pDON221. Le site TEV est un
site de clivage permettant d’éliminer 1’étiquette en N-terminal. La coupure se fait entre la glutamine (Q) et la glycine
(G) comme indiqué par la fleche rouge.
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Brievement, le produit de PCR est cloné dans le vecteur donneur pDON221, qui possede une
cassette de résistance a la kanamycine & 1’aide d’une premicre enzyme de recombinaison la « BP
clonase ». A partir des clones positifs obtenus dans le vecteur donneur, on procede a une seconde
recombinaison avec un vecteur d’expression pDEST17 porteur d’un géne de résistance a
I’ampicilline et d’une séquence codant 1’étiquette poly-histidine a 1’aide d’une seconde enzyme la
« LR clonase ». A chacune des étapes, le criblage des colonies E. coli Top10 résistantes obtenues
apres transformation a été fait par PCR sur des mini-préparations d’ADN plasmidique (QIAprep
Spin Miniprep Kit Qiagen®) en utilisant les amorces attB1 et attB2 (Tableau S1 - Annexes). Les

clones ont ensuite été séquencés pour s’assurer de I’homologie de séquence (Eurofins).

I1I-TRANSFORMATION DES BACTERIES

I11-1. Electroporation

Dans le but de complémenter les mutants fupA/B nous avons tout d’abord rendus les bactéries
issues des lignées d’évolution électrocompétentes selon le Protocole 2, basé sur des lavages en
sucrose (cf. Annexes). Ces bactéries ont ensuite été électroporées, selon le Protocole 3 (cf.
Annexes) avec le plasmide réplicatif vide pMP828 ou le plasmide réplicatif pMP828-fupA/B
contenant le géne fupA/B sous contrdle du promoteur pfslA (cf. § 11-2.). Les clones transformés ont
été sélectionnés sur géloses chocolat PolyViteX (Biomérieux®) en présence de kanamycine 10
pug/ml. Le criblage des colonies a été réalisé par PCR avec les amorces pMP828 1375F et
pMP828_1731R situées sur le plasmide pMP828 de part et d’autre de I’insert fupA/B (Figure 9 et
Tableau S1 - Annexes). Ce protocole a aussi été appliqué pour la construction de la souche
LVSAfupA/B (cf. § IV).

I11-2. Transformation par choc thermique

La transformation par choc thermique a été appliquée pour le clonage de la région N-terminale
dans des E. coli BL21 (DE3) (expression de la proteine) ou E. coli Topl0 (clonage Gateway)
rendues chimiquement compétentes (Protocole 1 - Annexes). Les bactéries chimiocompétentes ont
été incubées avec le plasmide d’intérét (0,5 & 1 pug ) pendant 20 minutes a 4°C puis placées 40
secondes a 40°C et 2 minutes a 4°C. Aprés addition de 120 pl de milieu LB, la suspension
bactérienne a été incubee a 37°C sous agitation a 200 rpm pendant 1 heure puis étalée sur gelose

LB en présence de 1’antibiotique approprié.

47



IVV- CONSTRUCTION DE LA SOUCHE LVS AFUPA/B

La construction de la souche KO illustrée ci-dessous comporte deux étapes. La premiére étape a
consisté a introduire par électroporation le plasmide pMP812-AfupA/B dans la souche LVS en
suivant le protocole d’électroporation décrit en amont (cf. § 111.1) (Figure 12A). Elle donne lieu a
un premier evenement de recombinaison entre deux régions homologues du plasmide et de I’ADN
bactérien a 1’origine de I’insertion du plasmide dans I’ADN bactérien (Figure 12B). La sélection
des clones ayant intégré le plasmide dans leur génome se fait sur gélose chocolat + PVX en
présence de kanamycine 10 pg/ml.

Aprés vérification de I’insertion par PCR, une seconde étape a consité a la sélection des clones
positifs sur gélose en présence de sucrose (5% finale) donnant lieu a la seconde recombinaison
(Figure 12C). Le criblage des colonies a été effectué par PCR avec le couple d’amorces
FTLO0438_570F/FTL0441_R situees de part et d’autre du géne fupA/B a déléter.

Le séquencage (Eurofins) des mutants a été effectué pour vérifier que la délétion du géne était

effective.
A
o -(E - (B0
B
$ Génome mutant intermédiaire: Sac®, Kan®R

, Lvs
e o W RYVEN /7, o e—

C
il g
>
v v
e ey WYV 7777 o S— o 7 S —

LVS WT(Kan?®, SacR) ou  LVS AfupA/B(Kan®, SacR)

Figure 12. Conception du mutant LVSAfupA/B

A. Transformation de la souche LVS avec le plasmide pMP812-AfupA/B

B. Premier événement de recombinaison en présence de kanamycine, conduisant & un génome mutant intermédiaire
sensible au sucrose et résistant a la kanamycine

C. Deux types de recombinants possible en présence de sucrose : LVSAfupA/B ou retour a la souche WT
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V- EVALUATION DES CMI

L’évaluation des CMI des mutants d’évolution et de LVSAfupA/B complémentés ou non, a été
faite selon la technique de micro-dilution en milieu Mueller Hinton + 2% PolyViteX (MHPV) et
en présence de kanamycine 10 pg/ml afin de conserver la pression de sélection et d’éviter que la
bactérie ne perde le plasmide. L’¢lectroporation avec le plasmide pMP828 vide a été utilisée
comme contrble négatif et a permis de s’assurer que la transformation des bactéries avec le vecteur
vide ne modifiait pas les valeurs de CMI qui ont été mesurées selon les recommandations du CLSI.
Les manipulations ont été effectuées trois fois en triplicata pour chaque souche. Des concentrations
croissantes de ciprofloxacine [0,125-64 mg/l] pour les mutants d’évolution et [0,001-0,5 mg/l]
pour la souche LVSAfupA/B ont été ajoutées a du MHPV + kanamycine (75 pl/puit) en micro-
plaques de 96 puits. La suspension bactérienne contenant 10° cellules/ml de MHPV+kanamycine
a ensuite été distribuée dans les puits (75ul/puit). Apres 48h d’incubation a 37°C en présence de
CO2 (5%), la plus faible concentration en antibiotique inhibant la croissance bactérienne est
relevée comme étant la CMI. La lecture des CMI a été faite a 1’ceil nu en fonction du trouble

observé et validée par lecture de la densité optique (DO) & 600 nM au Tecan (Infinite® M200 pro).

V- EXPRESSION ET PURIFICATION DE LA PROTEINE RECOMBINANTE

VI-1. Expression de la région N-terminale de FupA/B

Les bacteéries E. coli BL21 contenant le vecteur d’expression de la région N-terminale de FupA/B
ont été cultivées en milieu LB en présence d’ampicilline a 37°C sous agitation 200 rpm jusqu’a
une DO comprise entre 0,4 et 0,6. L’expression de la protéine a été induite par addition d’IPTG

0,5 mM a 18°C sous agitation pendant 15 h sur la nuit.

VI-2. Purification de la région N-terminale de FupA/B

Aprés induction, les bactéries ont été centrifugées (5000 rpm, 4°C, 30 min) et le culot repris dans
30 ml de tampon de lyse (Tris 50 mM pH 8,8 - NaCl 200 mM - imidazole 10 mM, CHAPS 1%,
PMSF 1mM) pour 500 ml de culture, a été lysé par sonication puis centrifugé (14000 rpm, 10°C,
30 min) afin d’éliminer les débris. Le surnageant filtré (0,4um) contenant les protéines solubles a
été dépose sur une colonne d’affinité au nickel (HisTrap ™HP 5ml, GE Healthcare) préalablement
équilibrée avec 50 ml de tampon d’équilibration (Tris 50 mM pH 8,8 - NaCl 200 mM - imidazole

10 mM). La colonne a ensuite été lavée avec 100 ml de tampon de lavage (Tris 50 mM pH 8,8 -
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NaCl 200 mM - imidazole 20 mM). Enfin, les protéines retenues sur la colonne ont été éluées avec
le méme tampon contenant 300 mM d’imidazole. Au cours de 1’élution, des fractions de 2 ml ont
été recueillies et la présence de la protéine contrdlée avec le test colorimétrique Biorad protein
assay (Biorad®) basé sur la réaction de Bradford. Les fractions d’élution ont ensuite été regroupées,
concentrées et injectées sur colonne de chromatographie d’exclusion de taille (EnrichSEC650,
Biorad®) préalablement équilibrée avec du tampon Tris 50 mM pH 8,8 - NaCl 200 mM (FPLC,
NGC instrument Biorad®). Le profil des protéines éluées aprés chaque purification a été vérifié
par electrophorése sur gel SDS-PAGE contenant 12% de polyacrylamide et coloré au bleu de
Coomassie. En vue de I’immunisation, la région N-terminale de la protéine FupA/B purifiée a été
concentrée a 1 mg/ml en présence de 10% de glycérol puis congelée dans 1’azote liquide avant
stockage a -80°C.

VI11- PRODUCTION D’ANTICORPS POLYCLONAUX ANTI-FUPA/B

VI1-1. Protocole d’immunisation

Deux lots d’anticorps polyclonaux ont été produits par la société BIOTEM®. Les deux lots ont été

produits a partir de deux lapins suivant le méme protocole d’immunisation (Figure 13).

N-Ter FupA/B YB I O T E M
o o
- 4X530u
¢ ) ~ T T T T T | v
25 2D JO J7 J14 J27 J29 J42
RENRIRNENES Inj 250 ul Inj 250 I Inj 250 pl Inj 250 I
iﬁi}\g\ ’\A_Zﬁ?)é‘ l l
Prélevement Préléevement Exsanguination
sérum pré-immun Sérum J27 Seérum final J42

Figure 13. Protocole d'immunisation pour la production d'anticorps anti-FupA/B

La production d’anticorps a nécessité 1 mg de protéine purifiée par animal. Le protocole
d’immunisation comprend en effet quatre injections de 250 pg de protéine a T=0, T=7, T=14 et
T=29 jours. Le sérum pré-immun a été prélevé avant la premiere injection et un premier sérum
immun & J27 pour un premier test de réactivité. Compte tenu de la trés bonne réponse immune des

deux lapins a J27, les animaux ont été euthanasiés a J42 et les sérums préleves stockés a -20°C.
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Chaque sérum a été testé par WB contre la région N-terminale de la protéine FupA/B et contre les

extraits bactériens totaux

VI-2. Western blot

La mise au point des conditions de WB et la réactivité des anticorps anti-FupA/B ont été réalisées
contre la protéine purifiée recombinante et contre des souches de référence de Francisella ainsi
que sur la souche clinique Ft6 de F. tularensis subsp holarctica de la collection du CNR dont les
génomes ont été séquenceés et dont les génes codant FupA ou FupA/B ne présentent pas de codon
STOP. Comme contrdle positif nous avons utilisé un anticorps monoclonal anti-1glC qui reconnait
une protéine membranaire de Francisella (67).

Compte tenu de la pathogénicité de ces souches, les bactéries récupérées a partir d’une gélose
compléte ont d’abord été inactivées par chauffage dans 1 ml de PBS pendant 20 minutes a 95°C
afin de pouvoir manipuler les échantillons hors du laboratoire NSB3. Apres centrifugation, le
culot a été resuspendu dans 200 ul de PBS et a 50 pl de cet extrait bactérien ont été ajoutés 40 pl
de tampon de Laemmli et du détergent NP40 10% (concentration finale 1%). Aprés dénaturation
pendant 5 minutes a 95°C, les protéines ont été séparées sur gel d’acrylamide a 12% (SDS-PAGE)
puis transférées sur une membrane de nitrocellulose en utilisant le systéme de transfert Trans-Blot
Turbo de Biorad® (25 V, 1,3 A, 15 min). Aprés transfert, la membrane de nitrocellulose a été
incubée 1 heure a température ambiante sous agitation faible en présence d’une solution PBS-
Tween 20 (0.2%)-Lait (0.5%) permettant le blocage des sites non spécifiques d’hybridation. Aprés
saturation, la membrane a été incubée 1 heure avec ’anticorps primaire anti FupA/B dans le
tampon PBS-Tween-Lait. Dans certains cas, I’anticorps anti-lgIC a été utilisé comme contréle
positif dilué au 1/2000°™ (bei resources). Suite & 3 lavages successifs de 5 minutes avec du PBS -
Tween, lamembrane a été incubée 1 heure a température ambiante sous agitation avec un anticorps
secondaire (anti-lgG de lapin ou de souris couplé a la peroxydase (HRP), Jakson
ImmunoResearch) dilué au 1/20 000°™. Comme décrit ci-dessus la membrane est & nouveau lavée
puis révélée par chimiluminescence (kit ECL, Biorad®) en utilisant le lecteur Biorad (Chemidoc™
XRS+ System).
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|- PRODUCTION D’ANTICORPS ANTI -FUPA/B

I-1. Clonage de la région N-terminale de FupA/B

Dans le but de produire un anticorps susceptible de reconnaitre a la fois FupA/B chez la souche
LVS (mutants d’évolution) et FupA chez F. tularensis subsp holarctica (souches cliniques), nous
avons cloné la région N-terminale de FUupA/B qui est homologue a la protéine FupA (AA 1-176)
des différentes sous-espéces de Francisella. Cette région correspond a environ 180 acides aminés,
ce qui correspond a une protéine d’environ 25 kDa (Figure S1 - Annexes).

Les bactéries E. coli Top10 transformées avec le plasmide pDON221 dans lequel nous avons inséré
la séquence d’intérét par recombinaison, ont été criblées par PCR sur mini-préparations
d’extraction plasmidique et avec les amorces attB1 et attB2. L’amplification d’un fragment de 613
nucléotides témoigne de la présence de la séquence codant la région N-terminale de FupA/B dont
I’homologie de séquence a été vérifiée par séquengage. Une seconde recombinaison (Figure 14)
positive pour les 4 clones testés, a permis d’insérer le géne codant FUpA/B dans le vecteur
pDEST17 avec un tag-Histidine.

Slze 1 2 3 4

Figure 14. Controle par PCR de la seconde recombinaison dans pDEST17
La PCR effectuée avec les amorces attBl et attB2 montre 1’amplification d’un fragment
d’environ 600 nt ce qui correspond a la taille attendue de 1’insert.

I-2. Purification de la protéine recombinante

La protéine recombinante produite dans les bactéries E.coli BL21 (DE3) transformées avec le
plasmide obtenu en I1-3, a d’abord été purifiée par chromatographie d’affinité en utilisant une
colonne dont la phase stationnaire en ions métalliques (Ni?*) présentent une forte affinité pour

I’histidine.
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Comme le montre la Figure 15A, aprés induction a 18°C on obtient une bande de la taille attendue
(25 kDa) dans le lysat, mais aussi dans le surnageant, ce qui signifie que la protéine exprimée est
soluble. On retrouve cette méme bande dans la fraction d’élution E2 qui témoigne de la présence
de la protéine purifiée. Afin d’augmenter la pureté de la protéine recombinante nous avons effectué
une seconde étape de purification par chromatographie d’exclusion. Les protéines sont séparées
selon leur taille et sont éluées dans 1’ordre des masses moléculaires apparentes décroissantes.

Le profil de gel filtration représenté dans la Figure 15B montre que nous avons un pic d’élution
trés net entre 15 et 16 ml. La qualité de la protéine recombinante obtenue suivant ce protocole
(>90%) (Figure 15C) a été jugée suffisante pour I’immunisation des lapins. Afin d’obtenir la
quantité nécessaire de protéine pour I’immunisation de deux lapins (4 x 500 pl a 1 mg/ml), ces

étapes de purifications ont été répétées cinq fois.

MW 1 2
(kDa) Lysat Soluble FT W E1 E2 E3
4 T __100~
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60 4 4 E
oo 1 o g
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30 » : 2 - -
254 - - %
- 'g 1: avant gel filtration
2 9 2: pic d’élution de la gel
= . . . . i filtration a 16 ml
5 10 15 20 25

Figure 15. Purification la région N terminale de FupA/B

A. Gel SDS-PAGE. MW : Marqueur de poids moléculaire, Lysat : Lysat cellulaire chargé sur colonne,
Soluble : Fraction soluble, FT : Protéines non retenues sur la colonne, W : Lavage, E : Fractions d’élution
B. Profil de gel filtration sur EnrichS650 (Biorad®)

C. Vérification de la pureté de la protéine purifiée par SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie

I1- REACTIVITE DES ANTICORPS ANTI-FUPA/B EVALUEE PAR WESTERN BLOT

I1-1. Réactivité des anticorps contre la protéine FupA/B recombinante

Nous avons d’abord vérifié, par WB, la réactivité des anticorps produits vis-a-vis de la protéine
recombinante purifiée. Les résultats obtenus ont montré qu’il n’y avait pas de signal dans le cas
du serum pré-immun que ce soit pour le lapin L1 ou L2. En revanche dans le cas du sérum immun
a J27 nous avons un signal positif, ce qui témoigne de la spécificité des anticorps produits vis-a-
vis de la région N-terminale de FupA/B. Les mémes tests ont été effectués a partir des sérums
prélevés au terme du protocole d’immunisation. Pour L1 et L2, nous avons obtenus une réactivité
trés forte avec un signal important détecté avec une dilution d’anticorps anti-FUpA/B au 1/20
000°™e, Cette dilution a été utilisée dans les tests suivants et en combinaison avec une dilution

d’anticorps secondaire au 1/20 000°™ (résultats non présentés).
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11-2. Reconnaissance de la protéine dans différentes souches de Francisella

La réactivité des anticorps anti-FUpA/B a ensuite eté testée vis-a-vis de la protéine native présente
dans des extraits bactériens de différentes souches de Francisella. La pathogénicité de ces souches
manipulées en laboratoire NSB3 impose une étape d’inactivation par chauffage et nous nous
sommes assurés que cette inactivation n’induisait pas une dégradation des protéines FupA/B
(LVS) ou FupA (F.novicida et F.tularensis) dont la taille est de 58 kDa. Compte tenu de la
localisation membranaire, et dans le but d’améliorer le profil de migration des extraits bactériens
et la qualité des WB, nous avons également testés plusieurs détergents. Des résultats satisfaisants
ont été obtenus en présence de 1% final de NP-40. Dans ces conditions et comme le montre la
figure 16B, on observe un signal a la taille attendue pour les 3 souches, ce qui signifie que notre

anticorps détecte bien la protéine ce qui n’est pas le cas du sérum pré-immun (Figure 16A).
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I11- Implication de FupA/B dans la résistance aux FQ

111-1. Sélection des clones d’évolution

Dans un premier temps nous avons travaillé a partir des clones d’évolution expérimentale
hautement résistants aux FQ et obtenus par repiquages successifs en présence de concentrations
croissantes de FQ (56). Dans la mesure ou notre objectif était d’analyser les conséquences de la
mutation de fupA/B sur la résistance aux FQ, nous avons sélectionné des mutants résistants pour
lesquels, outre gyrA et fupA/B, un nombre réduit d’autres génes étaient mutés. Les caractéristiques
de ces clones sont détaillées dans le Tableau 6. Le mutant P2V1, isolé au passage 2, présente une

mutation en position 248 du gene codant la sous-unit¢é A de I’ADN gyrase et entrainant la
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substitution d’une cytosine par une adénine. Le mutant P12V3, isolé au passage 12, présente cette
méme mutation qui se traduit par la substitution T83K au niveau protéique soit dans le QRDR. En
position 108 du gene FTL_0439 codant FUpA/B de ce mutant, on note également 1’insertion d’une
cytosine qui induit la formation d’un codon STOP en position 41 de la protéine. Le séquencage
complet du génome de ce clone a aussi révélé une troisiéme mutation sur le géne FTL_0594 codant
I’UDP-glc-4-épimerase entrainant une délétion de 4 acides aminés. La derniére colonne du tableau
indigue que la CMI de ce mutant est augmentée par rapport a P2V1 qui ne présente que la mutation
sur GyrA (4 ml/l vs 1 mg/l).

Tableau 6. Caractéristiques phénotypiques et génotypiques des mutants de F. tularensis sélectionnés

mutations CMI a la ciprofloxacine
mutant gene nucléotidiques protéine mutations protéiques mg/|
LVS - - - - 0.03
P2V1 FTL_0533 (C248A GyrA T83K 1
FTL_0533 (C248A GyrA T83K
L37S, G38W, A39S, T40Y,
P12v3 FTL_0439 108insC FupA/B S41X 4

FTL_0594 499del AAACTTGCAAAG UDP-glc-4-épimérase 167delKLAK

111-2. Complémentation des mutants fupA/B par le géne fupA/B sauvage

Apreés avoir été rendus compétents, les clones sélectionnés ont été électroporés avec le plasmide
vide pMP828 ou avec le plasmide pMP828-fupA/B que nous avons au préalable construit et

contr6lé par digestion enzymatique (Figure 17).

g MN° o

0 fﬁ)
QP QD

Q\h N Q

f’itz)e BamHI  BamHI X EcoRI
n

6683 pb: plasmide + insert
4683 pb: plasmide vide

2000: insert

Figure 17. Controle de la construction du plasmide pMP828-fupA/B

La simple digestion par BamHI linéarise le plasmide et montre que la taille de pMP828-fupA/B est supérieure a celle
du pMP828 vide (puits 1 et 2). La double digestion BamHI et ECORI confirme la présence de I’insert de 2000 pb dans
pMP828-fupA/B ce qui valide notre construction (puits 3 et 4).
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Dans la mesure ou le clone P2V1 ne présente pas de mutation au niveau de fupA/B, nous n’avons
pas réalisé de complémentation avec pMP828-fupA/B mais seulement avec le vecteur vide. Pour
chaque clone, deux colonies ont été selectionnees pour le criblage par PCR. La transformation des
clones de Francisella a été effective puisque nous avons amplifié 356 nucléotides dans le cas du
plasmide vide pMP828 et 2356 nucléotides dans le cas du plasmide pMP828-fupA/B, ce qui
correspond aux tailles attendues.

Nous avons egalement vérifié, par WB, que la complémentation du géne fupA/B du mutant P12V3
restaurait I’expression de la protéine FupA/B contrairement a la complémentation avec le plasmide
vide. La Figure 18 A montre que I’anticorps anti-FUpA/B reconnait une bande a environ 58 kDa,
qui est la taille attendue de la protéine FupA/B, pour la souche LVS sauvage et la souche
complémentée par pMP828-fupA/B. En revanche aucun signal n’est détecté pour le mutant
d’évolution complémenté ou non par le plasmide vide. L’anticorps anti-1gIC a été utilisé comme

témoin positif de cette expérience.

I11-3. Evaluation des CMI apres complémentation fupA/B

Comme le montre la Figure 18B, la CMI des mutants d’évolution au passage 12 (colonne rouge)
est significativement supérieure a celle observée avec la souche au passage 2 (colonne noire) (5,3
+ 1,3 mg/l vs 1 £ 0 mg/l). Cette augmentation de la résistance est accompagnée d’un défaut
d’expression de la protéine FupA/B mesurée par WB. Alors que la complémentation de cette
souche résistante par le vecteur vide n’affecte pas sa sensibilité aux FQ (colonne verte), la
complémentation fupA/B, validée par les résultats de WB, induit une diminution significative de
la CMI dont le niveau redevient comparable a la souche sans mutation de fupA/B.

Ces résultats montrent que la complémentation du mutant restaure 1’expression de FUpA/B et la
sensibilité aux FQ ce qui valide I’hypothése d’un lien entre FupA/B et la résistance des mutants

LVS aux FQ.
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Figure 18. CMI des mutants d’évolution

A. Expression de FupA/B évaluée par WB sur la souche LVS ou sur le mutant P12V 3 résistant (rouge) complémenté
avec le plasmide vide (vert) ou avec le plasmide pMP828-fupA/B (bleu). L’anti-IgIC est utilisé comme contr6le positif.
B. Evaluation des CMI & la ciprofloxacine des mutants P2V1 (noir), P12V3 (rouge) et P12V3 complémentés par le
plasmide vide pMP828 (vert) ou par le pMP828-fupA/B (bleu).

I11-4. Construction de LVSAfupA/B

Dans une seconde étape, et afin de s’affranchir d’un effet possible de la mutation de I’'UDP-4-
glucose épimérase observée dans le mutant d’évolution P12V3, nous avons entrepris la
construction d’une souche LVS « knock out » pour fupA/B (LVSAfupA/B). Le protocole repose
sur un processus de double recombinaison tres délicat a mettre en ceuvre et dont la réalisation a
nécessité plus de neuf mois de travail. En particulier nous avons essuyé des échecs répétés dus a
la présence de trés nombreuses transposases non annotées dans le génome. C’est pour contourner
cet obstacle que nous avons choisi de procéder a une recombinaison non pas avec les génes
adjacents a fupA/B (FTL 0439) mais avec le géne en amont (FTL 0438) et la partic 3’ de
FTL 0439. Ainsi que I'illustre la figure 19A, a I’issue de la sélection sur sucrose nous avons
obtenus deux types de colonies, grosses (1, 2) ou petites (3, 4, 6). La PCR effectuée avec des
amorces bordant fupA/B a montré que la délétion de ce gene était effective pour les petites colonies
(Figure 19B), délétion confirmée par un défaut d’expression de la protéine évaluée par WB (Figure

19C). Si la taille des colonies de LVSAfupA/B sur sucrose est plus petite que celle de la souche
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sauvage, leur croissance en milieu liquide est comparable au cours du temps ce qui permet de

mesurer les CMI des 2 souches (Figure 19D).

1,2
3,4,6
Anti-FupA/B Anti-igic
3
MW
LVS 3 4 6 oL
(kDa) LVS 3 4 6 ' - LVSAfupA/B
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Figure 19. Construction de la souche LVSAfupA/B

A. Aspect des colonies sur gélose chocolat + PV X + sucrose 5%

B. PCR de contr6le de la délétion du géne fupA/B. Les petites colonies sont indiquées en vert.

C. Expression de FupA/B évaluée par WB sur la souche LVS et les petites colonies (colonies 3, 4, 6)
D. Croissance bactérienne en milieu liquide Mueller Hinton modifié

111-5. Evaluation des CMI apres complémentation de LVS-AfupA/B

Comme dans le cas du mutant d’évolution, I’expression de FupA/B et les CMI ont été mesurées
pour la souche sauvage, le mutant LVSAfupA/B (rouge) ainsi que pour le mutant complémenté
avec le plasmide pMP828 vide (vert) ou pMP828-fupA/B (bleu).

La Figure 20 montre que des profils strictement comparables ont été obtenus, ce qui valide le role
de FupA/B dans la résistance aux FQ. On notera dans ce dernier cas des valeurs de CMI beaucoup
plus faibles que pour les mutants d’évolution ce qui s’explique par le fait que nous n’avons pas de

mutation sur I’ADN gyrase.
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Figure 20. CMI du mutant LVSAfupA/B

A. Western-blot des souches LVS ou LVSAfupA/B transformées par pMP828 ou pMP828-fupA/B

B. Evaluation des CMI a la ciprofloxacine de la souche LVS (hoir), du mutant LVSAfupA/B (rouge), de LVSAfupA/B
complémenté avec le plasmide vide (vert) ou pMP828-fupA/B (bleu)

IVV- ANALYSE DE L’EXPRESSION DE FUPA DANS DES ISOLATS CLINIQUES
IV-1. Analyse de ’expression de la protéine par WB

Une soixantaine de souches cliniques de F. tularensis holarctica de la collection Francisella du
CNR a été analysé par WB pour voir si la protéine FupA était exprimée ou non dans ces bacteéries.
La Figure 21 qui correspond aux souches 1 a 9 est représentative des résultats obtenus sur les 63
souches testées qui expriment sans exception la protéine FupA a la taille attendue. Bien que
I’intensité du signal soit plus faible pour certains isolats, aucune souche ne présente un défaut
d’expression ce qui signifie que le géne n’est pas altéré.

Souches cliniques
MW F. tularensis subsp holarctica

(kDa)

75-
50-ww

25- PR ¥ R [

1 2 3 4 5 6 7 8 9
- aa g FUpA/B

Figure 21. Expression de FupA chez différentes souches cliniques de F. tularensis de Type B
Western-blot réalisé a partir de souches cliniques de la collection Francisella du CNR. L’anti FupA/B reconnait la
protéine FupA qui est exprimée chez toutes les souches. L’ant-IgIC a été utilisé en tant que témoin positif de
I’expérimentation.
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IV-2. Analyse de la séquence du géne fupA a partir de prélevements biologiques

Le CNR dispose d’une collection de prélévements biologiques et en particulier de prélévements
ganglionnaires de patients positifs pour Francisella mais a partir desquels les souches n’ont pas
pu étre isolées. De plus ces patients présentent la caractéristique d’étre en échecs thérapeutiques
ou rechutes. L’une des hypothéses pouvant expliquer ce constat clinique serait I’apparition pour
ces patients de clones résistants aux FQ. Ainsi afin de vérifier I’intégrité du géne fupA dans ces
échantillons nous avons procedé par PCR/séquencage. Dans la mesure ou il est difficile voire
impossible d’amplifier de longs fragments de PCR a partir de ce type de prélevements nous nous
sommes plus spécifiquement intéressés a la région 5° du géne ou ’on observe les mutations in
vitro. Un PCR «nichée » a été utilisée pour palier a la faible quantité de matériel. Le couple
d’amorces utilisé, FTA0461 F/FTA0461 R, figure dans le Tableau S1 en Annexes. Au moment
de la rédaction de ce manuscrit 14 amplicons ont été séquencées. Les résultats montrent qu’aucun

des isolats ne présente des mutations du gene fupA.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Les travaux de recherche décrits dans ce manuscrit et que j’ai réalisé dans le cadre de ma These
d’Exercice ont permis de démontrer qu’un defaut d’expression de FUpA/B était corrélé avec une
augmentation de la résistance aux FQ de la souche LVS de F. tularensis. Cette conclusion déecoule
de la combinaison d’approches biochimiques et génétiques dont la construction d’une souche

LVSAfupA/B qui a permis de valider notre hypothese de départ.

FupA/B est une protéine membranaire associée a la virulence et a 1’acquisition du fer par les
bactéries du genre Francisella (18,64) mais aucun lien avec la résistance aux FQ n’a été rapporté
jusque-la. Cette protéine correspond a la fusion entre les protéines FupA et FupB présentes dans
les souches cliniques de F. tularensis (Schu S4, FT6) ou chez F. novicida. La mutation sur FupA/B
qui accompagne l’augmentation de la résistance intervient dans la région N-terminale de la
protéine. Cette observation couplée aux données obtenues a partir de mutants de F. novicida
résistants aux FQ (61), suggere que pour les souches cliniques de F. tularensis la résistance est
portée par FupA qui correspond a la partie N-terminale de la protéine de fusion FupA/B. Afin de
démontrer plus formellement cette hypothese une collaboration a récemment été initiée avec
I’équipe du Pr Anders Sjostedt (Département de Microbiologie, Université d’Umea, Suéde). Cette
équipe s’intéresse en effet depuis plusieurs années au role de ces protéines et dispose de mutants
de délétion AfupA, AfupB et AfupAAfupB de la souche hautement virulente F. tularensis Schu S4.
La mesure de la CMI pour la ciprofloxacine sur ces mutants est actuellement en cours. En parallele,
nous allons regarder ce qu’il en est pour F. novicida en utilisant les clones d’une banque de

transposons (bei resources).

En partant du postulat que 1’expression de FUpA pouvait &tre un marqueur de la résistance aux FQ,
nous avons produit un anticorps dirigé contre la partie N-terminale de FupA/B, partie conservée
dans la protéine FupA des autres especes de Francisella. Pour toutes les espéces testées (F.
novicida, F. tularensis, F. philomiragia), notre anticorps reconnait une protéine de 58 kDa qui
correspond a la taille attendue. En revanche, aucun signal n’a été observé avec les sérums pre-
immuns, ni vis-a-vis des mutants de delétion fupA/B. Ceci témoigne de la spécificité de I’anticorps

pour la protéine d’intérét chez Francisella.

La disponibilité de cet anticorps nous a permis d’analyser 1’expression de la protéine a partir des
souches cliniques de la collection du CNR. Les résultats obtenus sur une soixantaine d’isolats ont
montré que la protéine était exprimée dans tous les cas. Ces résultats ne sont pas surprenants au

regard des conditions d’isolement de ces souches cliniques qui intervient toujours avant initiation
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du traitement adapté. Ceci est également corrélé avec le fait qu’a ce jour aucune souche résistante

n’a été isolée.

Comme mentionné dans I’Introduction, la culture des bactéries du genre Francisella est
fastidieuse. Il est tout a fait concevable que I’acquisition de la résistance entraine des mutations
qui aient un codt en termes de fitness comme cela a été rapporté dans la littérature pour d’autres
bactéries telles que Mycobacterium tuberculosis et Streptococcus pneumoniae (68-70). Ceci
pourrait expliquer que des bactéries mutées soient difficilement cultivables. Il est par ailleurs
important de souligner qu’a travers les travaux de recherche que je réalise dans le cadre de ma
Thése de Science, j’ai mis en évidence que la souche LVSAfupA/B produisait plus de biofilm que
la souche LVS. Il est décrit que le biofilm joue un réle de bouclier pour les bactéries (71). Sa
formation est en effet associée a une augmentation de leur résistance face a la réponse immunitaire
de I’hote. De plus, au sein du biofilm, les bactéries sont dans un environnement pauvre en
nutriments qui favorise un état stationnaire et rendent inefficaces de nombreux antibiotiques. Ceci
suggere qu’une délétion de FupA chez les isolats cliniques, pourrait, en favorisant la formation de
biolfilms, avoir des conséquences directes sur la résistance aux antibiotiques et altérer la croissance

bactérienne. Ce dernier point pourrait rendre compte du faible taux d’isolats obtenus.

Afin d’analyser des souches cliniques potentiellement résistantes aux FQ et dont aucun isolat n’est
disponible, nous avons décidé de rechercher des mutations de fupA par PCR/séquencage a partir
d’extraits d’ADN de prélévements de patients infectés. Cette approche a été récemment déclinée
au CNR Francisella vis-a-vis des genes cibles des FQ que sont les ADN gyrases (Caspar et al.
sous presse). De maniere surprenante, bien que cette étude se soit focalisée sur des prélevements
de patients en situation d’échecs thérapeutiques ou rechutes, aucune mutation des ADN gyrases
n’a été retrouvée. Les résultats que nous avons obtenus ont montré qu’il en était de méme pour

fupA, dont I’analyse par PCR/séquencage n’a révélé aucune mutation.

Ce travail de thése a apporté la démonstration d’un lien entre FUpA/B et la résistance aux FQ.
Nous pensons que cet effet est porté par la partie N-terminale de FupA/B ou FupA pour les souches
cliniques. A ce jour nous n’avons toutefois pas directement mis en évidence de défaut d’expression
de cette protéine dans les souches du CNR ou de mutations sur fupA dans les prélevements testés.
L’objectif a court terme est d’¢largir ’analyse a I’ensemble des isolats et échantillons disponibles
au CNR. Bien que nous ayons orienté notre hypothése sur un role de FupA, il n’est pas exclu que

I’acteur de la resistance aux FQ chez Francisella tularensis subsp holarctica soit FupB. En
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fonction des résultats de CMI sur les mutants de F. tularensis Schu S4 et de F. novicida notre
hypothese de travail sera peut-étre a reconsidérer.

Enfin, et au-dela de la recherche d’un nouveau marqueur de résistance aux FQ chez F. tularensis,
les résultats de mon travail de these ouvrent aussi la voie a I’optimisation des méthodes d’isolement
des souches cliniques en tenant compte de la formation potentielle de biofilms mais aussi d’une

carence en fer de ces bactéries.
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THESE SOUTENUE PAR : Claire SIEBERT
TITRE:

Recherche d’un nouveau marqueur de résistance aux fluoroquinolones

chez Francisella tularensis

CONCLUSION :

Francisella tularensis, agent étiologique de la tularémie, est une bactérie coccobacille a Gram
négatif intracellulaire facultative, hautement pathogéne chez I’homme. Il s’agit d’une bactérie a
fort pouvoir infectieux dans la mesure ou I’inhalation de 10 bactéries suffit a entrainer la maladie.
Ces criteres de pathogénicité et de virulence justifient son classement comme agent du
bioterrorisme de classe A par le CDC. Les données microbiologiques et cliniques indiquent que
les FQ représentent la meilleure alternative pour traiter la tularémie. Toutefois, 1’utilisation
excessive des FQ au cours des deux derniéres décennies est a I’origine d’une augmentation de la
prévalence de bactéries résistantes, ce qui pose un réel probléme de santé publique. C’est pourquoi
la compréhension des mécanismes d’acquisitions de la résistance aux FQ chez Francisella est

primordiale, d’autant plus que celle-ci peut étre utilisée en tant qu’arme biologique.

Le séquencage de génomes de mutants de F. tularensis LVS résistants aux FQ obtenus in vitro a
mis en évidence, des mutations sur gyrA et gyrB qui sont la cible de ces antibiotiques. Nous avons
aussi observé que ces mutants se caractérisaient par I’apparition de mutations fréquentes du gene
fupA/B. L’objectif de mon travail de These a donc été de rechercher un lien entre la protéine

FUupA/B et la résistance aux FQ par une combinaison d’approches biochimiques et génétiques.

Dans un premier temps j’ai exprimé et purifié une forme soluble recombinante de FupA/B qui a
servi a produire un anticorps polyclonal, outil précieux pour la suite de mes recherches. J’ai ensuite
démontré que la protéine FUpA/B jouait un rdle dans la résistance de Francisella aux FQ par deux
approches : la complémentation ou la délétion du géne. En effet, I’évaluation des CMI des mutants
d’évolution résistants aux FQ complémentés par le géne fupA/B montre que 1’expression de la
protéine FupA/B vérifiée par WB, restaure la sensibilité aux FQ. Ces résultats ont été confirmés
via la génération d’une souche LVS « knock out » pour la protéine FupA/B. En effet, de la méme
maniére, la complémentation de la souche LVSAfupA/B par le gene fupA/B entraine une

diminution de la CMI par rapport a la souche sauvage.
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La protéine FupA/B de la souche LVS, est une protéine hybride qui correspond aux protéines
FupA et FupB chez les isolats cliniques et chez F. novicida. L’observation de mutations du géne
JupA chez F. novicida résistants aux FQ nous a amené a considérer ce géne comme cible
potentielle. En conséquent, j’ai d’une part analysé I’expression de FupA dans des isolats cliniques
de la collection Francisella du CNR et d’autre part recherché des mutations par PCR/séquengage
sur des ADN extraits de prélevements. Les résultats ont montré qu’aucune des souches analysées
ne présentait un défaut d’expression ce qui signifie que le geéne n’est pas altéré. De plus aucune

mutation du géne fupA n’a été mise en évidence par PCR/séquengage.

En conclusion, au cours de ce travail j’ai démontré qu’un défaut d’expression de FupA/B était
corrélé avec une augmentation de la résistance aux FQ de la souche LVS de F. tularensis. Nous
n’avons pas directement mis en évidence des mutations de fiupA dans les prélévements cliniques
testés. L’objectif a court terme est donc d’élargir I’analyse a I’ensemble des isolats et échantillons

disponibles au CNR. Le role de FupB sera aussi a considérer.

Enfin, et au-dela de la recherche d’un nouveau marqueur de résistance aux FQ chez F. tularensis,
les résultats de mon travail de Thése ouvrent la voie a ’optimisation des méthodes d’isolement
des souches cliniques en tenant compte de la formation potentielle de biofilms mais aussi d’une

carence en fer de ces bactéries.
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Protocole 1. Préparation de bactéries E.coli Top10 et BL21 (DE3) chimiocompétentes

- Faire une pré-culture en milieu liquide (LB) sur la nuit (+ streptomycine pour les TOP10)

- Diluer la pré-culture le matin pour atteindre une DOgoonm de 0,2 (+ streptomycine pour les
TOP10)

- Incuber & 30°C sous agitation (200 rpm) jusqu’a DOsoonm : 0,5-0,6

- Travailler ensuite dans la glace

- Centrifuger les bactéries a 4°C 10 minutes a 4000 rpm

- Resuspendre le culot avec 1/5 du volume initial avec une solution de MgCl; 100 mM

- Laisser dans la glace 10 minutes

- Centrifuger les bactéries a 4°C 10 minutes a 4000 rpm

- Resuspendre le culot avec 1/50 du volume initial avec une solution de CaCl, 100mM et
glycérol 15%

- Laisser dans la glace 10 minutes

- Aliquoter les bactéries (30 pul)

- Congeler dans I’azote liquide et conserver a -80°C

Protocole 2. Préparation de bactéries Francisella LVS électrocompétentes

- Faire une pré-culture en milieu liquide (Schaedler K3) sur la nuit a 37°C

- Pour 50 ml de bactéries, préparer 5 erlens de 10 ml, ajustées a une DO de 0,1.

- Incuber a 37°C jusqu’a une DOsoonm de 0,5 & 0,7 (en moyenne 5h)

- Travailler ensuite & 4°C

- Centrifuger les bactéries 15 min a 4000 rpm

- Réaliser 3 lavages en sucrose 0,5 M

- Concentrer les bactéries 25 fois dans du sucrose 0,5 M et faire des aliquotes de 200 pl avant

congélation a -80°C sans étape dans 1’azote liquide.

Protocole 3. Electroporation
- Mettre 2 pug de plasmide (ou plus) dans 200 pl de bactéries électrocompétentes
- Laisser en contact 30 min sur glace
- Electroporer : Electroporateur GenePulser a 2,5 kV, 200 Q et 25 pF
- Ajouter 1 ml de Schaedler K3
- Incuber 6 ha 37°C, 150 rpm
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- Etaler la kanamycine sur gélose chocolat PolyViteX pour obtenir une concentration de 10

pg/ml (volume de la boite 20 ml, on peut étaler 200 pl a 1 mg/ml)

- Etaler 100 pl, 200 pl et 500 ul de suspension bactérienne sur gélose chocolat PolyViteX

+ kanamycine 10 pg/ml
- Incuber a 37°C sous CO>

Tableau S1. Liste des amorces utilisées lors de cette étude

Amorces Séquence 5'-3" Sites de restriciton
FTLO438_F AATTAAGCGGCCGCTAGTGCTGGTTGCGGTATCGC NotlI
FTL0438_R TTAAATTGGCATATATGGTGCATACGTCGG
FTLO439_F TATGCCAATTTAATGGAGAATTTAATATCGATACCGC
FTL0439 R AATTAAGGATCCGATATAAACTGAAAGATCTAATG BamHI
pflsA_F CATTTTAICCGGACTACATGATAATGATAACGAATATC Bsp El
pfslIA_R GTGAAAAGGATCCCGCAATAATCACTATCCAGAAG BamH]I
FupA/B_F CAACAAGICCGGATTTGGTTTGCCAATTTTTTATTAG BspEl
FupA/B_R CCTAAGAATTCCTCTAAATATGTCTAGATATAAACTG EcoRI
pMP828_1375F [TATCTTTATAGTCCTGTCGGG
pMP828_1731R

TCTCTGGTTATTGGTCTAGACG

Nter-FupA/B_F
Nter-FUpA/B_R

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGAAAACCTGTACTTCCAGGGTGTGCGTAAATTTAAAAAAACCTG
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTAGATACCGCCTTTTTGGTTAAAGACGCC

attB1

ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC

attB2 ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC
FTLO0438 570F |GCTGCAAGTGGTATAGATC
FTL0441 R TAATACTTCTTAACTAGTTACTTCC
FTAO461 F TTGGATCTGGCTGTCCAAGG
FTA0461 R ACTAAGCGCGACTTTGTGAT

Les sites de restriction sont soulignés.
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Figure S1. Alignement des protéines homologues a FUpPA/B et présentes chez les différentes
espéces de Francisella

Les fleches noires indiquent la région N-terminale exprimée.
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CLAIRE SIEBERT
Recherche d’un nouveau marqueur de résistance aux fluoroquinolones chez F. tularensis

RESUME

Francisella tularensis est une bactérie & Gram négatif, hautement pathogéne, responsable de la tularémie,
pathologie pour laquelle les fluoroquinolones (FQ) sont prescrites en premiéere intention. L utilisation
excessive de ces antibiotiques est a I’origine d’une augmentation inquiétante de la prévalence des bactéries
résistantes. De ce fait, la compréhension des mécanismes d’acquisitions de résistances aux FQ et
’identification de nouvelles cibles est d’un intérét majeur.

Des résultats préliminaires ont montré qu’in vitro, 1’exposition aux FQ de la souche LVS de F. tularensis
favorisait la génération de souches hautement résistantes dont 80% portent des mutations de fupA/B.
L’objectif de mon travail de Thése d’Exercice a donc été de caractériser le role de la protéine codée par ce
géne dans la résistance aux FQ.

L’évaluation de la CMI a la ciprofloxacine des mutants d’évolution résistants aux FQ complémentés ou
non par fupA/B a confirmer qu’un défaut d’expression de FupA/B était associé a la résistance aux FQ. Ces
résultats ont été confirmés avec une souche LVSAfupA/B construite dans ce projet. Dans les souches
cliniques, cette protéine est codée par deux genes distincts, fupA et fupB. La production d’un anticorps
spécifique a permis d’analyser I’expression de FUpA dans des isolats cliniques. Nous avons également
recherché des mutations du géne a partir d’ADN extrait de prélevements de patients infectés en échec
thérapeutique. A ce jour, nos résulats n’ont pas révélé d’altération de I’expression de FUpA mais un certain
nombre de perspectives sont envisagées, dont 1’analyse de biofilms.

MOTS CLES: Francisella tularensis, tularémie, résistance, fluoroguinolones, FupA/B

ABSTRACT

Francisella tularensis, is a highly infectious Gram negative pathogen, causing the severe disease tularemia.
Fluoroquinolones (FQ) represent the best alternative for the oral therapy of this disease. Over the past
decade, the overuse of these antibiotics led to an increased prevalence of resistant bacteria and this is a
major public-health problem. As a consequence, a better understanding of the mechanisms of FQ resistance
and the identification of new targets is of high importance.

Previous results obtained in the lab showed that the in vitro exposure of the LVS strain of F. tularensis to
FQ generate highly resistant strains, among which 80% are sharing mutations on fupA/B. The aim of my
thesis was thus to determine whether the FupA/B protein is involved in FQ resistance.

The evaluation of MIC to ciprofloxacin of the evolved FQ-resistant mutants complemented or not with
fupA/B confirmed that a FupA/B expression defect was indeed correlated with FQ resistance. These results
were confirmed using a LVSAfupA/B strain constructed in this work. In clinical strains, FupA/B is encoded
by two distinct genes, fupA and fupB. The production of a specific antibody targeting FupA allowed to
check expression of this protein from clinical isolates. We also looked for mutations within the
corresponding gene from DNA extracted from samples of infected patients with treatment failure. To date,
our results have not revealed any altered expression of FupA but several perspectives are envisaged
including biofilm analyses.

KEY WORDS: Francisella tularensis, tularemia, resistance, fluoroquinolones, FupA/B
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