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Titre : Mfd, une protéine impliquée dans la virulence de B. cereus et une nouvelle cible pour le développement 

d’antibiotiques. 

Mots clés : Mfd, virulence, Bacillus cereus, antibiotique 

Résumé : Mfd est une protéine bactérienne 

fortement conservée et impliquée dans de nombreux 

processus comme la réparation de l’ADN, la 

mutagénèse ou encore la virulence.  

Bacillus cereus est une bactérie responsable 

d’intoxications alimentaires, mais également un 

pathogène opportuniste pouvant causer des 

infections non gastro-intestinales sévères chez les 

personnes immunodéprimées comme les nouveau-

nés prématurés. La pathogénie de B. cereus est 

multifactorielle, un des facteurs impliquée dans sa 

virulence est la protéine Mfd. Par l’étude de souches 

cliniques et environnementales de B. cereus, nous 

avons pu montrer que Mfd joue un rôle majeur dans 

la virulence des souches cliniques et que son 

implication semble être étroitement liée à sa 

séquence / structure fonctionnelle. Une modification 

de cette dernière pourrait engendrer une variation 

dans la virulence d’une souche.  

Ces données contribuent à une meilleure 

compréhension des mécanismes de virulence de 

B. cereus et permettent de suggérer Mfd comme un 

facteur global de virulence. 

Grâce à son rôle dans la virulence et la mutagénèse, 

Mfd est une cible prometteuse pour le développement 

de nouveaux antibiotiques. Nous avons montré qu’un 

inhibiteur de Mfd, le NM102, a une activité 

antimicrobienne sur K. pneumonia et P. aeruginosa 

exclusivement dans un contexte d’infection sans induire 

de toxicité dans l’hôte. En plus de cette activité, le 

NM102 est aussi capable d’inhiber la fonction de Mfd 

dans la mutagénèse ce qui réduit la fréquence 

d’apparition de résistance aux antibiotiques. Ces 

résultats permettent de proposer une alternative 

prometteuse pour lutter contre la résistance des 

bactéries aux antibiotiques qui constituent un 

problème de santé global et alarmant. 

 

 

Title: Mfd, a protein involved in B. cereus virulence and a new target for the development of innovative 

antimicrobials 

Keywords: Mfd, virulence, Bacillus cereus, antibiotics 

Abstract: Mfd is a conserved bacterial protein 

implicated in various processes such as DNA repair, 

mutagenesis and virulence.  

Bacillus cereus is a bacteria known to cause food-

borne outbreaks but it is also an opportunistic 

pathogen responsible for severe local and systemic 

infections in immunocompromised humans and 

neonates. B. cereus pathogenicity is multifactorial 

and the Mfd protein is implicated in virulence. With 

the study of environmental and clinical strains, we 

were able to show an essential role of Mfd in the 

clinical strains’ virulence. Its role seems to be linked 

to the Mfd sequence and structure and its 

modification could induce a variation in the 

pathogenicity of a strain. These data contribute to a 

better understanding of the mechanisms underlying 

B. cereus virulence  

and allow to suggest Mfd as a potential universal 

virulence factor. 

Due to its role in virulence and mutagenesis, Mfd is a 

promising target for the development of new 

antimicrobial drugs. We identified an inhibitor of Mfd 

called NM102 showing an antimicrobial activity against 

K. pneumonia and P. aeruginosa exclusively in a context 

of infection, without inducing toxicity to the host. 

Furthermore, NM102 also inhibits Mfd’s function in 

mutagenesis leading to a decrease of antimicrobial 

resistance. This represents a promising alternative 

therapeutic strategy to fight against antimicrobial 

resistance which constitutes an urgent and alarming 

health issue. 
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Projet de thèse : 

Lors de ma thèse je me suis focalisée sur l’étude de Mfd (Mutation Frequency Decline), une protéine 

bactérienne fortement conservée et impliquée dans de nombreux processus tels que la réparation de 

l’ADN, la mutagénèse ou encore la virulence. 

Dans un premier axe, j’ai cherché à comprendre l’implication de Mfd dans la virulence de Bacillus 

cereus. B. cereus est un pathogène opportuniste surtout reconnu dans les toxi-infections alimentaires 

collectives, mais il est aussi capable de causer des infections sévères non gastro-intestinales 

notamment chez les nouveau-nés ou encore les personnes immunodéprimées. De nombreux facteurs 

de virulence ont déjà été décrits chez B. cereus, dont la pathogénie est clairement multifactorielle. 

Parmi ces facteurs, Mfd est impliquée dans la capacité de B. cereus à résister au système immunitaire 

de l’hôte. Pourtant, le gène mfd est présent chez toutes les souches de B. cereus, quelle que soit la 

pathogénie des souches. En outre, la séquence protéique de Mfd étant fortement conservée, on la 

retrouve dans toutes ces souches avec très peu de différences sur sa séquence. Mon but était donc 

d’étudier si les quelques différences sur la séquence de Mfd pourraient être à l’origine d’une 

modification de sa conformation et/ou de son activité engendrant ainsi des différences dans la 

virulence des souches. J’ai ainsi utilisé une collection de souches comportant des souches 

environnementales et des souches isolées de patients, et j’ai caractérisé les relations 

structure/fonction de leur Mfd. 

Mon second axe d’étude a été d’utiliser Mfd en tant que nouvelle cible bactérienne pour le 

développement de nouveaux antibiotiques. En effet, il existe actuellement une crise majeure dans le 

traitement d’infections due à la présence d’une forte résistance de certaines bactéries aux traitements 

antibiotiques. Cette antibiorésistance concerne de nombreuses bactéries ce qui peut rendre, dans 

certaines situations, les traitements actuels complètement inefficaces. Il y a un besoin urgent de 

nouvelles molécules agissant sur de nouvelles cibles pour lesquelles les bactéries n’ont pas encore mis 

en place de mécanismes de résistance. Au sein de notre équipe, nous proposons Mfd comme nouvelle 

cible pour le développement d’antimicrobiens innovants. En effet, Mfd est présente et conservée chez 

les bactéries et absente chez les eucaryotes. Par ailleurs son rôle a été démontré dans la virulence 

bactérienne par sa capacité à réparer les dommages sur l’ADN engendrés par la réponse immunitaire 

de l’hôte infecté. Pour finir, des études récentes ont mis en évidence un rôle de Mfd dans la capacité 

des bactéries à promouvoir l’antibiorésistance. Ainsi, l’inhibition de l’activité de Mfd par des nouvelles 

molécules inhibitrices permettrait (1) une diminution de la réparation des dommages ADN causés par 

la réponse immunitaire, (2) une diminution de la mutagénèse et par conséquent une diminution de la 

fréquence d’apparition de résistances, (3) une diminution de la virulence de certaines souches. Mfd 

est nécessaire à la survie bactérienne uniquement en condition de stress. Par conséquent, son 
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inhibition ne devrait pas être bactéricide en dehors de la zone d’inflammation, ce qui devrait limiter la 

pression sur les bactéries et donc limiter l’apparition de résistances. En outre, ces nouvelles molécules 

ne devraient pas impacter les bactéries bénéfiques du microbiote en dehors de la zone d’inflammation. 

Dans cette optique, j’ai étudié l’efficacité d’inhibiteurs de Mfd sur des souches faisant partie du groupe 

ESKAPE, un groupe de bactéries jouant un rôle majeur dans l’antibiorésistance, en utilisant et 

développant différents modèles in vitro et in vivo.  
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Chapitre 1 : Présentation de la protéine Mfd 

 Réparation de l’ADN 

Les bactéries rencontrent des facteurs endogènes (espèces réactives de l’oxygène et du nitrogène) et 

exogènes (produits chimiques, irradiation, stress oxydatif ou nitrogène induit lors de la réponse 

immunitaire) qui peuvent induire des dommages sur leur ADN. Les systèmes de réparation de ces 

dommages sont donc primordiaux pour la survie de la bactérie. Selon les types de dommages induits, 

les bactéries ont mis en place différentes voies de réparation de l’ADN. Parmi ces voies de réparation, 

on retrouve majoritairement :  

- La réparation par excision de base (BER pour « Base Excision Repair »)  

- La réparation par excision de nucléotides (NER pour « Nucleotide Excision Repair ») 

- La recombinaison homologue  

- La jonction d'extrémités non homologues 

1.1. Réparation par excision de base  

Il s’agit de la voie de réparation la plus communément utilisée dans la réparation de dommages causés 

sur une seule base. La réparation par excision de base est démarrée par une ADN glycosylase qui 

reconnait la lésion et clive la liaison osidique, permettant le retrait de la base endommagée et la 

formation d’un site abasique (sites AP). Ce site dénué de base à ses extrémités 5’ et 3’ est pris en charge 

par des AP endonucléases et AP lyases. Par l’action d’une polymérase et d’une ligase, la base 

manquante est rajoutée et les extrémités sont jointes (Dalhus et al. 2009).  

1.2. Réparation par excision de nucléotides 

Cette voie est conservée chez les procaryotes et les eucaryotes et nécessite les endonucléases formant 

le complexe UvrABC. La réparation par excision de nucléotides est induite en réponse à différents 

stress tels que les UV, le stress nitrogène ou encore la réponse SOS. Les dommages sur l’ADN sont 

reconnus par UvrA et UvrB. La dissociation de UvrA permet le recrutement de UvrC et le complexe 

UvrBC va cliver les liaisons phosphodiester autour de la lésion afin de retirer entre 10 et 15 nucléotides. 

Le retrait de ces nucléotides est facilité par une hélicase (UvrD). La réparation, comme pour la voie par 

excision de base, va se finir par l’action d’une polymérase et d’une ligase (Figure 1) (Ha and Edwards 

2021). Il a aussi été montré que la protéine Mfd est impliquée dans cette voie de réparation en 

facilitant le recrutement du complexe UvrAB, cette implication de Mfd sera développée dans une 

partie prochaine. 
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Figure 1 : Modèle de la réparation par excision de nucléotides.  
La lésion est reconnue par le complexe UvrAB, le recrutement de UvrC va entrainer le retrait d’une dizaine de bases autour de 
la lésion. Une polymérase va revenir synthétiser la séquence manquante et une ligase va lier l’extrémité 5’ avec le reste du 
brin (Ha and Edwards 2021). 
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1.3. Recombinaison homologue 

La recombinaison homologue est la voie la plus communément utilisée dans la réparation de cassures 

doubles brins. Cette voie de réparation est très conservée et nécessite la présence d’une seconde copie 

de la séquence à réparer qui servira de modèle. La recombinaison homologue commence par une 

reconnaissance de la cassure double brin et une dégradation de l’ADN par le complexe RecBCD 

(Dillingham and Kowalczykowski 2008). C’est sur l’ADN simple brin généré à l’issue de cette 

dégradation que vient se lier des protéines RecA, formant un filament. Ce filament de RecA utilise 

l’ADN simple brin comme guide pour trouver une séquence homologue. Une fois que cela est fait, 

l’extrémité 3’ simple brin est utilisée comme amorce par une polymérase qui va se servir de la 

séquence homologue comme matrice pour la synthèse d’un nouveau brin. À l’issue de cette synthèse, 

l’ADN va former des jonctions Holliday qui sont reconnues par la protéine RecG, une hélicase, 

permettant la séparation des deux ADN doubles brins (Kuzminov 1999). 

1.4. Jonction d’extrémités non homologues 

Cette voie de réparation est aussi utilisée dans la réparation de cassures doubles brins en absence 

d’une seconde copie de la séquence d’ADN endommagée. Elle effectue une ligature des extrémités de 

la cassure par le recrutement des homodimères Ku et d’une ligase. Il est aussi possible que les 

extrémités de la cassures soient dégradées par RecBCD puis reliées par une ligase (Chayot et al. 2010).  

 Rôle de Mfd dans la réparation de l’ADN 

Mfd « Mutation Frequency Decline », aussi appelée TRCF « Transcription Repair Coupling Factor », est 

une protéine impliquée dans la réparation de l’ADN chez les bactéries suivant la voie de réparation par 

excision de nucléotides et qui est fortement conservée. 

Plusieurs fonctions de Mfd ont été décrites via son interaction avec l’ARN polymérase lors de la 

transcription. En effet, différents problèmes peuvent émerger durant ce processus. L’ARN polymérase 

est notamment capable de faire machine arrière au lieu de continuer à avancer et Mfd a été montrée 

comme étant capable de sauver la transcription du gène en forçant l’ARN polymérase à continuer à 

aller de l’avant. Sur les transcrits, l’extrémité 3’ n’est alors pas placée correctement et Mfd forcerait 

l’ARN messager à reprendre sa place et ainsi permettre la continuation de l’élongation (Park, Marr, 

and Roberts 2002). 

L’implication de Mfd dans la réparation de l’ADN par excision de nucléotides lors de la transcription a 

déjà été décrite (Figure 2) (Selby and Sancar 1993; Selby 2017). Dans sa conformation inactive, Mfd est 

capable de reconnaitre l’ARN polymérase qui est bloquée au niveau d’une lésion sur l’ADN. Son 

interaction avec l’ARN polymérase induit un changement de conformation qui lui permet de passer en 
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configuration active. Dans cette conformation, Mfd présente une activité ATPase plus importante, une 

meilleure affinité avec l’ADN et une activité de translocase. Suite à l’interaction entre Mfd et l’ARN 

polymérase, cette dernière (toujours liée à l’ARN) se dissocie de l’ADN. La protéine Mfd va alors 

favoriser le recrutement d’UvrA et UvrB au site de la lésion où un complexe entre Mfd, ARN polymérase, 

UvrA et UvrB se forme. Uniquement UvrB va rester sur le site du dommage et permettre le 

recrutement d’UvrC qui effectuera deux incisions sur la séquence ADN (Moolenaar et al. 2000). La 

réparation va ensuite continuer via l’hélicase UvrD, l’ADN polymérase I et une ligase (Caron, Kushner, 

and Grossman 1985).  

 

Figure 2 : Schéma de la réparation de l'ADN impliquant Mfd chez E. coli 
Lors de la transcription de l’ADN, à la rencontre d’une lésion sur l’ADN l’ARN polymérase se bloque. Mfd se lie à l’ARN 
polymérase. Suite à cette interaction l’ARN va se détacher de l’ARN polymérase qui quant à elle reste au niveau de la lésion. 
Dans cette conformation Mfd va permettre le recrutement d’UvrA par son domaine d’homologie à UvrB. UvrB en s’associant 
avec UvrA va permettre la dissociation de Mfd et de l’ARN polymérase. Les protéines UvrA et UvrB vont par la suite permettre 
de commencer le processus de réparation de l’ADN (Selby 2017). 

 Structure de Mfd 

Mfd est une large protéine multifonctionnelle de 130 kDa. Elle contient des motifs caractéristiques de 

la super famille II des hélicases. Elle est composée de huit domaines structuraux qui peuvent se diviser 

en 5 modules fonctionnels (Figure 3) :  

- La région N-terminale de Mfd est divisée en trois domaines (1A, 1B et 2). Le domaine 2 (D2) se 

situe entre les domaines 1A (D1a) et 1B (D1b) et a une forte homologie de séquence avec une 

partie de la protéine UvrB impliquée dans la liaison UvrA/UvrB. Les trois domaines (1A, 1B et 

2) suivent une conformation similaire à trois des quatre domaines de UvrB. Le domaine 1A 

possède partiellement un domaine ATPase dégénéré similaire à RecA que porte UvrB. Le 
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domaine 1B contient lui aussi des éléments structuraux de UvrB. Par contre, Mfd n’a pas 

d’homologie avec le 4eme domaine d’UvrB qui comprend la seconde partie du domaine 

ATPase similaire à RecA et donne à UvrB son activité hélicase. Bien que le domaine 1A possède 

des motifs d’un site ATPase, il lui manque des motifs structuraux majeurs pour la fixation de 

l’ATP et son hydrolyse (Assenmacher et al. 2006). C’est grâce à ces homologies que Mfd est 

capable de recruter la protéine UvrA, une protéine nécessaire à la réparation par excision de 

nucléotides. Les domaines 1A et 1B ont aussi été montrés comme étant capables de 

reconnaitre la présence d’un dommage sur l’ADN (Deaconescu et al. 2006).  

- Le module d’interaction avec l’ARN polymérase est porté sur le domaine 4 (D4). C’est par ce 

domaine que la protéine Mfd est capable de se lier avec la sous-unité β de l’ARN polymérase 

arrêtée au site d’une lésion de l’ADN (Deaconescu et al. 2006). 

- Le module de translocation se trouve au niveau des domaines 5 (D5) et 6 (D6). C’est sur ce 

module que l’on retrouve des motifs caractéristiques de la super famille II des hélicases. Cette 

région hélicase a une forte similarité à celle de la protéine RecG. Néanmoins, Mfd n’est pas 

capable de produire une activité hélicase, elle ne peut pas séparer les deux brins de l’ADN mais 

elle présente une activité translocase ATP-dépendante. C’est une caractéristique que Mfd 

partage avec RecG (Deaconescu et al. 2006). À droite des motifs hélicases se trouve un motif 

TRG (Translocation in RecG) qui est aussi impliqué dans l’activité translocase de Mfd. Des 

mutations sur le motif TRG entrainent la non-dissociation de l’ARN polymérase sur l’ADN 

(Chambers, Smith, and Savery 2003). Le motif TRG est aussi impliqué dans la transduction de 

l’énergie de l’hydrolyse de l’ATP (Deaconescu, Savery, and Darst 2007). 

- À l’extrémité C-terminale de Mfd se trouve le domaine 7 (D7). Il s’agit d’un élément régulateur 

qui inhibe l’activité de Mfd. En conformation inactive, D7 recouvre le domaine D2 bloquant 

l’interaction entre Mfd et UvrA. C’est seulement lorsque Mfd s’associe à une ARN polymérase 

que sa conformation change et que le domaine 7 ne bloque plus l’accès au domaine 2 

(Deaconescu, Savery, and Darst 2007). La délétion du domaine 7 de Mfd a été montrée comme 

rendant la protéine constitutionnellement active. L’activité ATPase devient cinq fois plus 

importante lorsque le domaine 7 est tronqué par rapport à la protéine entière (Smith, 

Szczelkun, and Savery 2007).  

- Le seul domaine qui ne semble pas avoir de fonction particulière est le domaine 3 (D3). Il 

semble être flexible et peu conservé d’espèce en espèce avec de nombreuses délétions et 

insertions de séquences. Chez certaines bactéries comme T. maritima il est même totalement 

absent (Deaconescu et al. 2006).  
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Figure 3 : Domaines structuraux et fonctionnels de la protéine Mfd 
La protéine Mfd est composée de 1148 acides aminés, de 8 domaines structuraux D1, D2, D3, D4, D5, D6 et D7 et 5 modules 
fonctionnels comprenant une région d’homologie avec la protéine UvrB, un domaine d’interaction avec l’ARN polymérase, un 
module de translocation qui contient des motifs pour une activité hélicase et le domaine qui permet de modifier la 
conformation de Mfd et ainsi régule l’activité de Mfd. (Deaconescu et al. 2006) 

La partie C-terminale de la protéine (du domaine 4 au domaine 7) à une activité ATPase et moteur plus 

importante que la protéine entière. L’activité ATPase est multipliée par vingt-deux avec une protéine 

tronquée de Mfd n’ayant que l’extrémité C-terminale. De plus, l’ARN polymérase est dissociée de 

l’ADN plus rapidement (<10 secondes) avec seulement la partie C-terminale de Mfd qu’avec la protéine 

entière (~80 secondes). Les parties N-terminale et C-terminale semblent être indépendantes au niveau 

de leurs fonctions. Leurs interactions sont néanmoins nécessaires pour la réparation de l’ADN, la 



 

23 
 

stabilité de la protéine et il s’agit aussi d’un moyen pour limiter l’activité de Mfd (Murphy et al. 2009). 

L’interaction entre les parties N-terminale et C-terminale est un interrupteur qui permet de réguler les 

fonctions de Mfd durant la réparation de l’ADN lors de la transcription.  

 Mfd comme facteur de transcription  

Peu après la découverte de l’implication de Mfd dans la réparation de l’ADN, il était apparent que cette 

protéine pouvait être impliquée dans d’autres processus tels que la répression de la transcription. Mfd 

a été montrée comme étant impliquée dans la répression catabolique puisque la mutation de mfd chez 

B. subtilis entraine une diminution de l’inhibition de l’opéron hut. Cet opéron est impliqué dans la 

régulation de l’utilisation de l’histidine. En présence de glucose, lorsque la répression catabolique est 

induite, l’expression de l’opéron est treize fois moins importante qu’en condition où la répression 

catabolique n’est pas induite. Chez le mutant, cette répression n’est que quatre fois moins importante 

(Zalieckas et al. 1998). Également chez B. subtilis, la délétion de mfd entraine une diminution de la 

répression du régulateur CodY (Belitsky and Sonenshein 2011). 

Grâce à sa capacité à sauver des complexes ARN polymérase bloqués dû au manque de nucléotides et 

non à un dommage, Mfd est considérée comme un facteur de transcription général (Park, Marr, and 

Roberts 2002). Il a récemment été décrit que la protéine Mfd seule était capable de se déplacer sur 

l’ADN à une vitesse de 7bp/s sur une longueur de 200 paires de bases. Mfd, après avoir localisé et 

débloqué un complexe d’élongation, peut continuer à avancer derrière celui-ci à une vitesse plus faible. 

Dans ce cas elle ne peut rattraper le complexe d’élongation que s’il se retrouve de nouveau bloqué 

avant la dissociation de Mfd de l’ADN. Si le complexe d’élongation s’arrête fréquemment et ne peut 

pas s’échapper, Mfd peut ainsi aider la transcription. Dans le cas où il y a une faible concentration de 

nucléotides libres et l’ARN polymérase fait de nombreuses pauses, Mfd est aussi capable de favoriser 

la terminaison de la transcription. Lorsque la concentration de nucléotides remonte, Mfd va alors avoir 

plutôt un rôle d’appui dans la transcription où elle va simplement faire diminuer les temps de pause 

de l’ARN polymérase. Enfin dans le cas où les nucléotides sont en abondance, Mfd n’aura pas d’impact 

sur le taux de transcription puisque l’ARN polymérase fait rarement des pauses. La limitation sur la 

distance sur laquelle Mfd est capable de se déplacer seule sur l’ADN est intéressante. Puisque Mfd ne 

peut se déplacer que sur 200 paires de bases, cela diminue les chances de rentrer en contact et gêner 

d’autres processus se déroulant sur l’ADN. La dispersion rapide de Mfd permet aussi de garder une 

quantité suffisante de Mfd libre qui va pouvoir s’associer avec des ARN polymérases (Le et al. 2018). 

Ceci est particulièrement important lorsque l’on note qu’il y a environ 20 % de Mfd qui sont retrouvées 

sur l’ADN, libres, en non interaction avec l’ARN polymérase malgré un nombre de copies très inférieur 

(dizaines de copies pour des milliers d’ARN polymérase) (Ho, van Oijen, and Ghodke 2018). Il est 
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intéressant de noter que Mfd ne va interagir qu’avec les complexes d’élongation et non avec ceux 

d’initiation. Cela s’explique par la présence du facteur sigma qui durant l’initiation de la transcription 

va induire une gêne stérique empêchant l’interaction de l’ARN polymérase et de l’ADN avec Mfd (Park, 

Marr, and Roberts 2002). Lors de la transcription, il est aussi possible que l’ARN polymérase rencontre 

sur son passage une protéine liée sur l’ADN. Sans Mfd, l’ARN polymérase attendrait que la protéine se 

détache par elle-même de l’ADN avant de pouvoir continuer l’élongation, tandis qu’en présence de 

Mfd, grâce à son activité de translocation, l’ARN polymérase va pouvoir être déplacée (Roberts and 

Park 2004) 

Il a aussi été montré récemment qu’en effectuant une immunoprécipitation de la chromatine suivie 

d’un séquençage à haut débit sur des bactéries en phase exponentielle de croissance de B. subtilis, on 

observe que Mfd est associée à environ cinq cents gènes. De nombreux sites d’association de Mfd avec 

l’ADN et l’ARN polymérase sont retrouvés au niveau de régions complexes à transcrire tels que des 

ARN non codants, des ARN anti sens, des « riboswitch » ou encore des sites de pauses de la 

transcription (Ragheb et al. 2021). L’étude de B. subtilis en phase stationnaire montre qu’en condition 

de stress disulfure (qui est un type de stress oxydatif), la délétion de mfd entraine une diminution ou 

une augmentation d’expression d’un certain nombre de gènes contrôlant de nombreux processus 

cellulaires tels la mobilité du flagelle, la protéolyse, le métabolisme des antibiotiques et de l’acide 

carboxylique, le transport de sodium ou encore la biosynthèse de glutamine, d’isoprenoïde, d’iosine 

monophosphate et de surfactine (Martin et al. 2021).      

 Mfd comme facteur d’évolvabilité 

La première description de Mfd a montré son implication dans la suppression de mutations chez E. coli 

suite à une irradiation aux UV (Filippov and Zagoruiko 1978 ; Witkin 1994). Dans cette première étude, 

la perte de Mfd entraine une augmentation de la fréquence d’apparition de mutations. Ce phénotype 

n’est pas visible sur les souches mutantes pour uvr, ce qui laisse penser que sa fonction dépend d’Uvr. 

Une souche contenant une délétion de mfd présente un taux de mutations cinq fois plus important 

suite à une irradiation aux UV qu’une souche sauvage (Selby and Sancar 1994). La diminution de 

mutations est attribuée à son rôle dans la réparation par excision de nucléotides.  

Des études plus récentes ont montré que Mfd a un rôle pro-mutagène durant la phase exponentielle 

et stationnaire de croissance des bactéries en condition de stress chez B. subtilis (Ragheb et al. 2019; 

Million-Weaver et al. 2015; Paul et al. 2013; Gomez-Marroquin et al. 2016; Martin et al. 2011; Ross et 

al. 2006; Pybus et al. 2010).  

L’implication de Mfd en phase exponentielle de croissance augmente l’évolvabilité de B. subtilis avec 

le développement de résistances aux antibiotiques. Ce phénomène a pu être observé sur des bactéries 
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à coloration Gram positive et à coloration Gram négative et concerne des antibiotiques ayant 

différents mécanismes d’action (Ragheb et al. 2019; Han et al. 2008; Lee et al. 2009). Ragheb et al a 

montré, en mesurant l’apparition de résistance à la rifampicine, que des souches ayant une délétion 

de mfd, ont un taux de mutation de 2 à 5 fois moins important que leurs souches sauvages (Figure 4). 

Même en condition d’infection sur des cellules CaCo-2, la fréquence de mutation de S. typhimurium 

Δmfd est cinq fois moins importante que chez la souche sauvage. L’effet de Mfd sur la mutagénèse est 

donc conservé en condition de croissance et de réplication chez l’hôte. Dans cette même étude, Mfd 

a été montrée comment accélérant l’apparition de résistances à différents antibiotiques tels que la 

rifampicine, la phosphomycine, la triméthoprime, la kanamycine et la vancomycine. L’apparition des 

résistances est de 6 à 21 fois plus rapide chez la souche sauvage que chez le mutant de S. typhimurium. 

De plus, les auteurs ont aussi montré que cette acquisition de résistance semblerait être dépendante 

de l’interaction de Mfd avec la sous unité β de l’ARN polymérase et de UvrA (Ragheb et al. 2019).  

 

Figure 4 : Mfd promeut la mutagénèse dans diverses espèces bactériennes (Bs : Bacillus subtillis, Pa : Pseudomonas 
aeruginosa, St : Salmonella typhimurium) (Ragheb et al. 2019) 

Une étude sur C. jejuni a montré que la délétion de mfd entraine un taux de mutations spontanées 

induisant une résistance à la ciprofloxacine cent fois moins important que chez la souche sauvage. La 

surexpression de mfd quant à elle provoque une augmentation de la fréquence de mutations (Han et 

al. 2008). Chez H. pylori, une autre étude a révélé que le gène mfd est nécessaire pour la réparation de 

l’ADN, la recombinaison de l’ADN mais aussi dans la résistance aux antibiotiques. Les doses minimales 

inhibitrices pour différents antibiotiques ont été mesurées sur un mutant mfd et sur une souche 

sauvage. Le mutant s’est montré plus sensible à un certain nombre d’antibiotiques comme la 

ciprofloxacine et le métronidazole où il est quatre fois plus sensible que la souche sauvage. Le mutant 

est aussi plus sensible à la mitomycine C, ce qui révèle que Mfd est impliquée dans la réparation de 

cassures double-brins de l’ADN (Lee et al. 2009). Dû à son implication dans le développement de 

résistance, Mfd devient une cible dans le développement de composés anti évolvabilité. Mfd est 

considérée comme une cible particulièrement intéressante puisqu’en absence de stress, la délétion de 
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Mfd n’entraine pas de changement évolutif. Par son faible impact en absence de stress, l’utilisation 

d’inhibiteurs contre Mfd devrait théoriquement limiter l’apparition de résistances. 

Malgré toutes ces études, les mécanismes précis derrière la mutagénèse associée à Mfd restent 

beaucoup moins bien compris que son implication dans la réparation de l’ADN.  

 Rôle dans la virulence 

L’équipe de la Dr Nalini Rama Rao a mis en évidence un rôle de Mfd dans la virulence de B. cereus et 

S. flexneri. L’effet de la délétion de mfd a tout d’abord été testé chez B. cereus dans un modèle 

d’infection d’insectes (B. mori). L’absence de Mfd provoque une diminution drastique de la virulence 

de B. cereus (Figure 5A). Les souches ont également été testées sur des cellules de types monocytes et 

seulement la souche sauvage s’est montrée capable de survivre (Figure 5B). Les défenses immunitaires 

communes entre l’insecte et les cellules se concentrent sur la sécrétion d’espèces réactives de 

l’oxygène ou du nitrogène. Alors que l’absence d’espèces réactives de l’oxygène n’entraine pas de 

changement de phénotype de la souche mutante, l’inhibition de la réponse nitrogène provoque une 

survie du mutant dans les cellules. Ce résultat a aussi été obtenu dans un modèle in vitro de stress 

nitrogène. En présence de ce stress, la survie du mutant diminue tandis que celle de la souche sauvage 

est inchangée (Figure 5C). L’implication de Mfd dans la virulence de B. cereus face à un stress nitrogène 

a été confirmée chez la souris. Le mutant n’est pas virulent sur des souris sauvages mais le devient 

lorsqu’il infecte des souris déficientes dans la production d’espèces réactives du nitrogène (Figure 5D). 

Il est connu que la réponse nitrogène entraine des dommages sur l’ADN. Pour savoir si Mfd est 

impliquée dans la réparation de ces dommages, les souches sauvages et mutantes de B. cereus ont 

subi un stress nitrogène et l’état de leur ADN a été observé via une migration sur gel en pulse field 

(Figure 5E). On peut voir qu’il y a une dégradation de l’ADN chez la souche mutante exposée à un stress 

nitrogène qui n’est pas présente chez la souche sauvage (Guillemet et al. 2016). Il semblerait donc que 

l’un des rôles de Mfd dans la virulence soit son implication dans la réparation de dommages causés 

par la réponse nitrogène de l’hôte. Mfd donnerait à la bactérie une résistance face à la réponse 

immunitaire.  
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Figure 5 : Effet de Mfd chez B. cereus sur sa virulence dans un modèle insecte (A), sur sa survie intracellulaire (B), sur sa 
survie en présence d’un stress nitrique in vitro (C), sur sa virulence dans un modèle murin sur des souris sauvages ou 
déficientes dans la production d’espèces réactives du nitrogène (D) et sur l’intégrité de son ADN en réponse à un stress 
nitrogène (E) (Guillemet et al. 2016). 

D’autres inducteurs de stress bactérien provoquant une mutagénèse ont été testés tels que la 

mitomycine C ou encore les UV sans montrer de différence de survie entre la souche sauvage et le 

mutant mfd chez B. cereus. Mfd n’a pas non plus été montrée comme étant impliquée dans la 

résistance au peptide antimicrobien cecropin A (Darrigo et al. 2016) ou à la réponse au stress oxydatif 

(Schalow, Courcelle, and Courcelle 2012). L’infection de macrophages isolés de la moelle osseuse de 

souris sauvages ou déficientes dans la production d’espèces réactives du nitrogène montre que la 

survie du mutant n’est possible que dans les macrophages provenant des souris déficientes pour la 

réponse nitrogène. RecBC (AddAB chez B. cereus) est également impliqué dans la résistance au stress 

nitrogène contrairement à UvrA. En effet, un mutant pour addAB chez B. cereus est plus sensible à un 

stress nitrogène qu’un mutant pour uvrA qui a le même niveau de survie qu’une souche sauvage. Un 

double mutant uvrA et mfd montre un même niveau de survie qu’un mutant simple mfd et le double 

mutant addAB et mfd n’est pas plus sensible au stress nitrogène que les mutants simples. Par 

conséquent, les rôles de Mfd dans la résistance au stress nitrogène généré par l’hôte lors d’une 

infection par B. cereus semblent être liés aux voies de réparation des cassures doubles brins impliquant 

RecBC plutôt que dans la voie de réparation de l’ADN par excision de nucléotides dans laquelle le rôle 

de Mfd a déjà été décrit (Figure 6).  
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Figure 6 : Rôle de Mfd en réponse à un stress nitrogène (Darrigo et al. 2016) 

 

Mon projet de thèse se concentre sur la protéine Mfd. D’un côté je me suis intéressée à son implication 

dans la virulence de B. cereus pour mieux comprendre le rôle de Mfd dans la virulence de cette bactérie. 

Et d’autre part, mes recherches ont porté sur l’utilisation de Mfd comme cible thérapeutique dans le 

développement de nouveaux composés antimicrobiens.  
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Chapitre 2 : Bacillus cereus 

 Caractérisation du groupe  

Bacillus cereus sensu lato (Embranchement : Firmicutes, Classe : Bacilli, Ordre : Bacillales, Famille : 

Bacillaceae) est un groupe de bactéries comprenant plus d’une vingtaine d’espèces dont huit sont 

principalement décrites (Figure 7) :  

- B. cereus sensu stricto est considéré comme étant un pathogène opportuniste de l’Homme et 

des animaux. Depuis 2012, il s’agit du second agent pathogène responsable ou suspecté des 

toxi-infections alimentaires collectives en France (France 2021). B. cereus sensu stricto 

entraine des symptômes de type émétique ou diarrhéique et peut entraîner chez des patients 

immunodéprimés ou vulnérables des affections plus sévères voire mortelles (Bottone 2010; 

Drobniewski 1993). 

- B. mycoïdes et B. pseudomycoïdes sont deux espèces non pathogènes associées au système 

racinaire des plantes (Bargabus et al. 2003; Yi et al. 2018). 

- B. weihenstephanensis est une espèce psychrotolérante capable de se développer à de basses 

températures (entre 4 °C et 7 °C) (Lechner et al. 1998). Certaines souches peuvent induire des 

infections d’origines alimentaires grâce à leur capacité à produire une toxine émétique 

identique à celle produite par Bacillus cereus sensu stricto (Stenfors Arnesen et al. 2011; Guerin 

et al. 2017). 

- B. anthracis est l’espèce responsable de la maladie du charbon, une zoonose infectant de 

nombreux hôtes tels que les mammifères y compris l’Homme (Mock and Fouet 2001).  

- B. thuringiensis est un entomopathogène qui infecte un grand nombre d’insectes tels que les 

vers à soie. Son génome est quasiment identique à celui de B. cereus sensu stricto, sa 

différence porte sur sa capacité à former des inclusions parasporales (protéines Cry) qui sont 

toxiques pour certains invertébrés (Schnepf et al. 1998).  

- B. cytotoxicus est caractérisé par un chromosome de petite taille par rapport aux autres 

espèces du groupe et possède le gène cytK-1 codant pour une entérotoxine induisant des toxi-

infections alimentaires collectives graves (Guinebretiere et al. 2013; Lapidus et al. 2008; Lopez 

et al. 2015). 

- B. toyonensis est utilisé comme probiotique pour certains animaux (Jimenez et al. 2013).  

La classification de B. cereus a récemment évolué grâce au séquençage et à l’analyse des séquences 

en effectuant la moyenne d’identité nucléotidique (ANI pour « average nucleotide identity). Avant 

1998, il n’y avait que quatre espèces définies comme étant la source de différentes pathogénies ou 

présentant une morphologie de colonies différentes. Par la suite, deux différentes espèces de B. cereus 
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ont émergé grâce à des analyses moléculaires basées sur le séquençage des gènes 16S et 23S de l’ADN 

ribosomique. Puis, il a fallu attendre 2010 avant de voir deux nouvelles espèces être proposées et 2013 

avant que deux autres soient validées et publiées, augmentant le nombre officiel d’espèces de 

B. cereus à huit. Depuis, le nombre d’espèces n’a cessé d’augmenter grâce au séquençage de génomes 

entiers. Etant donné que les méthodes d’identification des espèces du groupe ne sont pas 

standardisées, il est fort probable que sa taxonomie continue d’évoluer.  

Le groupe B. cereus est ubiquitaire et peut être retrouvé dans le sol (qui est son réservoir primaire), 

les aliments, les insectes ou encore les mammifères (Ceuppens, Boon, and Uyttendaele 2013; Jensen 

et al. 2003; Stenfors Arnesen, Fagerlund, and Granum 2008; Guinebretiere et al. 2013). On retrouve 

B. cereus sous forme de spores ou de cellules végétatives. L’infection d’un hôte peut se faire via une 

contamination d’aliments ingérés, de l’air inhalé ou encore en pénétrant dans l’organisme via une plaie. 

Lors d’une infection, les bactéries vont entrer en germination et se multiplier à l’intérieur de l’hôte en 

le dégradant, ce qui peut entrainer sa mort. Les bactéries vont par la suite être disséminées dans 

l’environnement, via l’hémolymphe, le sang ou les selles de l’hôte, et sporuler (Jensen et al. 2003; 

Vilas-Boas, Peruca, and Arantes 2007). B. cereus requière un milieu riche pour germer et se multiplier. 

Dans l’environnement, sa prolifération est vraisemblablement restreinte à quelques niches où les 

nutriments sont concentrés tels que la rhizosphère (zone du sol autour des racines des plantes), les 

eaux usées ou encore le fumier (Jensen et al. 2003).  

 
Figure 7 : Chronologie de la taxonomie de B. cereus jusqu’à 2020 (Carroll et al. 2022). 
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1.1. Bactérie 

Les espèces du groupe B. cereus sont des bactéries à coloration Gram positive, anaérobies facultatives, 

qui peuvent être mobiles grâce à une ciliature péritriche ou immobiles (quelques espèces de 

B. anthracis et B. mycoïdes sont immobiles (Stenfors and Granum 2001)). Morphologiquement, ce sont 

des bacilles de 3 µm de long pour 1 µm de large (Figure 8). Elles sont constituées d’une membrane 

interne et d’un peptidoglycane épais ayant la fonction de maintenir la forme de la cellule. 

Génétiquement, leur génome fait entre 5,3 et 5,9 Mb et a un faible pourcentage de bases GC (~35 %). 

Ce groupe présente aussi des caractéristiques biochimiques telles que la résistance à la polymyxine, 

l’incapacité à métaboliser le mannitol ou encore le fait que la plupart des souches sont capables de 

synthétiser une lécithinase (phospholipase C). 

 

Figure 8 : Vue microscopique observée en coloration de Gram (à gauche) et colonies sur une gélose au sang (à droite) de 
B. cereus (Bottone 2010) 

1.2. Spore 

En parallèle de leur forme végétative qui est métaboliquement active, les membres du groupe 

B. cereus sont capables de former des endospores lors de conditions environnementales défavorables. 

Il s’agit d’une forme dormante, inactive, qui redevient une forme végétative via un processus de 

germination lorsque l’environnement est à nouveau favorable. Les spores sont constituées d’un noyau 

interne entouré d’une membrane interne, d’un cortex qui est entouré par la membrane externe et 

enfin d’une couche externe supplémentaire (Kutima and Foegeding 1987). La couche externe est 

composée de protéines et d’une petite quantité de lipides et de glucides. Ces derniers permettent à la 

spore de résister aux agents oxydants et aux produits chimiques en bloquant les molécules toxiques 

(Setlow 2006). Les spores sont aussi très résistantes à la dessiccation, aux radiations, à de nombreux 

agents stérilisants tels que la chaleur (résistant à une température supérieure à 80 °C pendant 10 

minutes), aux métaux lourds ou encore aux antibiotiques. La spore représente donc un moyen de 

survie très efficace pour B. cereus et est aussi considérée comme un bon élément de dissémination.  
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1.3. Biofilms 

Les biofilms sont des communautés bactériennes vivant sous une forme collective qui leur confère 

différents avantages face à leur environnement. Les bactéries présentes dans les biofilms forment une 

matrice composée d’exopolysaccharides (EPS), de protéines et d’ADN (Flemming and Wingender 2010). 

Ces écosystèmes microbiens sont ubiquitaires et caractérisés par leur tolérance aux biocides et leur 

persistance. La résistance des biofilms aux procédures de nettoyage–désinfection, largement 

documentée, est un problème crucial auquel se heurte l’industrie agroalimentaire (Solveig Langsrud 

2003; Gopal et al. 2015). La formation de biofilm est un trait commun partagé entre les membres du 

groupes B. cereus. Le flagelle est un élément de la bactérie qui joue un rôle majeur en favorisant 

notamment l’adhésion des cellules, le passage des nutriments et l’expansion du biofilm (Ramarao and 

Lereclus 2006; Houry et al. 2010; Houry et al. 2012). Bien que les biofilms de B. cereus soient 

principalement composés de cellules végétatives, durant la maturation de celui-ci, des spores sont 

formées (Wijman et al. 2007; Faille et al. 2014). Le gène spo0A, impliqué dans la sporulation, a même 

été montré comme jouant un rôle dans la formation de biofilms chez B. subtilis. Cela a mis en évidence 

que la sporulation et la formation de biofilms sont liées (Hamon and Lazazzera 2001). Certains biofilms 

de B. cereus peuvent même atteindre un pourcentage de spores supérieur à 50 % (Faille et al. 2014).  

La formation de spores dans le biofilm peut s’expliquer par une forte densité cellulaire ainsi qu’un 

manque de nutriments (van Gestel, Nowak, and Tarnita 2012). La germination lente des spores 

pourrait contribuer à une augmentation de la résistance de B. cereus aux méthodes de nettoyage et 

de désinfection utilisées (Lindsay, Brozel, and Von Holy 2006). Ces spores au sein des biofilms peuvent 

alors devenir des contaminants dans des produits alimentaires. 

 Pathogénicité du groupe B. cereus  

Parmi tous les membres du groupes B. cereus, quatre sont connus en tant que pathogènes : 

B. thuringiensis, B. anthracis, B. cytotoxicus et B. cereus.  

2.1. B. thuringiensis 

B. thuringiensis est un entomopathogène utilisé comme bioinsecticide. Cette espèce est utilisée pour 

contrôler les insectes nuisibles dans l’agriculture et dans la lutte contre les moustiques (Marrone 1994). 

Son pouvoir pathogène est notamment lié à la production de protéines Cry pour « crystal » (ce sont 

des inclusions cristallines aussi appelées δ-endotoxines). Il existe des centaines de gènes codant pour 

la protéine Cry, constituant de nombreuses familles qui sont référencées dans une base de données 

(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/). Les protéines Cry ciblent un grand 

nombre d’insectes et d’espèces d’invertébrés (acariens, nématodes). Lors de l’ingestion, les inclusions 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/
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du cristal protéique de B. thuringiensis sont solubilisées par le pH alcalin de l’intestin des insectes. 

Cette solubilisation provoque la formation de protoxines qui après clivage via des protéases de l’hôte 

(telles que trypsine ou chymotrypsine) vont devenir des toxines actives. Les toxines Cry vont se fixer 

sur plusieurs récepteurs spécifiques de l’épithélium intestinal entrainant la formation de pores 

membranaires qui vont provoquer la lyse de la cellule (Barbara H. Knowles 1987; Schnepf et al. 1998; 

Bravo et al. 2011; Vachon, Laprade, and Schwartz 2012).  

B. thuringiensis produit aussi deux autres protéines pouvant agir en parallèle des toxines Cry. Il s’agit 

des protéines Vip « Vegetative Insecticidal Proteins » et Cyt (toxines cytolitique). Les protéines Cyt sont 

décrites comme ayant un mode d’action similaire aux toxines Cry (Bravo, Gill, and Soberon 2007; Palma 

et al. 2014). Les toxines Vip quant à elles sont synthétisées durant la phase végétative de croissance 

de la bactérie. On compte trois familles : Vip1, Vip2 et Vip3. Ce sont des toxines binaires, les familles 1 

et 2 sont actives contre les coléoptères tandis que la famille 3 est active contre les lépidoptères 

(Chakroun et al. 2016).  

2.2. B. anthracis 

B. anthracis est un pathogène de classe 3, c’est-à-dire un micro-organisme qui peut provoquer une 

maladie grave chez l'Homme et constituer un danger pour les personnes directement exposées à celui-

ci. Il est l’agent responsable de la maladie du charbon, une zoonose affectant les mammifères qui est 

transmissible à l’Homme et potentiellement mortelle.  

Il existe trois types de pathologies : intestinales, cutanées et pulmonaires (Dixon et al. 1999). Les 

infections de type intestinal et cutané restent généralement localisées. Elles se traduisent par un 

œdème et une nécrose de la peau. En absence de traitement, la létalité associée à ces formes se porte 

entre 25 et 60 % pour la forme intestinale et à 20 % pour la forme cutanée. Avec traitement, elle 

devient inférieure à 1 % (Santé publique France). La pathologie pulmonaire est la plus sévère des trois 

formes et peut entrainer une défaillance multi-organes. Les spores de B. anthracis rejoignent les 

ganglions lymphatiques par l’intermédiaire des macrophages où elles vont germer (Guidi-Rontani et al. 

1999; Sanz et al. 2008). La létalité de cette forme varie entre 80 et 100 % et entraine le décès des 

patient en trois jours (Santé publique France). Le traitement de B. anthracis repose sur une utilisation 

d’antibiotiques le plus précocement possible.  

Les facteurs de virulence majeurs sont encodés sur deux plasmides : pXO1 (182kb) et pXO2 (96kb) (Hu 

et al. 2009; Pilo and Frey 2011). Le plasmide pXO1 contient deux gènes codant pour deux toxines 

binaires : une métalloprotéase à zinc « Lethal Factor – LF » et une adénylate cyclase calmoduline-

dépendante « Oeadema Factor –EF ». Lorsque ces deux protéines sont couplées à l’antigène 

protecteur PA (lui aussi synthétisé par le plasmide pXO1), elles forment la toxine létale LF-PA et la 

toxine oedéamateuse EF-PA. La partie PA permet l’adhésion des toxines aux récepteurs des cellules 
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hôtes, entrainant l’internalisation des toxines et la lyse des cellules (Moayeri et al. 2003). Le plasmide 

pXO2 porte quant à lui l’opéron capBCADE qui permet la synthèse des enzymes formant la capsule 

d’acide γ-poly-D-glutamique (PGDA). Cette capsule est essentielle puisqu’elle confère à la bactérie la 

capacité d’échapper au système immunitaire de l’hôte.  

2.3. B. cereus 

 Infections gastro-intestinales 

B. cereus sensus stricto, (B. cereus pour le reste du manuscrit) et B. cytotoxicus sont tous les deux 

responsables de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) chez l’Homme provoquant des 

infections gastro-intestinales (Glasset et al. 2016). On définit un foyer de TIAC par l’apparition d’au 

moins deux cas présentant des symptômes et une origine d’infection similaires. En France, les TIAC 

sont à déclaration obligatoire (DO) de la part des médecins et des responsables d’établissement de 

restauration collective auprès de l’administration, soit par les Agences Régionales de Santé (ARS), soit 

par les Directions Départementales de la Protection des Populations (DDPP) (décret n°86-770 du 10 

juin 1986). Les TIAC sont considérées comme confirmées lorsque l’agent pathogène est isolé à partir 

d’un prélèvement d’origine humaine ou des restes alimentaires. Les TIAC sont suspectées lorsque le 

pathogène n’a pas été confirmé mais suspecté grâce à un algorithme prenant en compte les signes 

cliniques, la durée d’incubation et le type d’aliments consommés (Santé publique France).  

Les infections gastro-intestinales peuvent se présenter sous deux types de symptômes. 

- Le syndrome diarrhéique est engendré par une intoxication suivant la synthèse de toxines par 

les bactéries végétatives dans l’intestin. L’infection se fait par le biais de spores ou de cellules 

végétatives présentes dans des produits laitiers, des purées de légumes, des crudités ou 

encore des plats à base de viandes. Le plus souvent, les bactéries vont être ingérées sous forme 

végétative mais peuvent aussi être sous forme de spores (Clavel et al. 2004) qui dans l’intestin 

vont germer, se multiplier et produire des entérotoxines. Les symptômes d’une infection par 

B. cereus vont apparaitre plusieurs heures après l’ingestion (de 5 à 24 h) et se manifestent par 

des douleurs abdominales et une diarrhée profuse (Stenfors Arnesen, Fagerlund, and Granum 

2008). Les infections sont généralement bénignes avec une rémission dans les 24 h sans avoir 

besoin de traitement. Cependant, des cas de décès ont déjà été rapportés (Dierick et al. 2005; 

Messelhausser et al. 2014; Naranjo et al. 2011).   

- Le syndrome émétique est le résultat d’une intoxination provoquée par le céréulide. Il s’agit 

d’une toxine synthétisée par certaines souches de B. cereus et préformée dans les aliments. 

La toxine va causer des nausées et vomissements rapidement après l’ingestion des aliments 

(de 30 minutes à 6 h) et a déjà entrainé des décès dus à des insuffisances hépatiques (Dierick 

et al. 2005; Mahler et al. 1997). On va retrouver le céréulide dans des plats à base d’aliments 

https://www.santepubliquefrance.fr/
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amylacés comme le riz ou les pâtes préparés à l’avance et conservés à température ambiante 

ou mal réfrigérés qui sont réchauffés rapidement avant la consommation. Les spores 

présentes lors de la préparation vont entrer en germination lors du stockage de l’aliment et 

vont produire la toxine émétique (Ehling-Schulz, Fricker, and Scherer 2004). Le céréulide est 

très résistant à la chaleur et n’est pas détruit lors du réchauffage. Il n’est pas non plus dégradé 

par le pH acide de l’estomac ou par les enzymes digestives (Alonzo, Magarvey, and Schmeing 

2015). Il semblerait que la synthèse du céréulide soit uniquement associée à certaines souches 

spécifiques de B. cereus (Hoton et al. 2009). 

B. cytotoxicus se différencie de B. cereus par sa température de croissance comprise entre 20 °C et 

50 °C, l’absence d’hydrolyse de l’amidon et également l’absence de croissance dans des milieux 

artificiels ne contenant pas de tryptophane. La caractérisation majeure de cette espèce se trouve dans 

la production de la cytotoxine CytK1 (Guinebretiere et al. 2013). 

Les TIAC sont une préoccupation majeure dans les secteurs de l’agroalimentaire et de la santé. En 2005, 

B. cereus représentait la quatrième cause de TIAC en France (Delmas G 2006). Depuis 2012, B. cereus 

est le second pathogène suspecté ou confirmé des TIAC reportées. Le nombre de TIAC associé à 

B. cereus a continué à augmenter au cours des années, rattrapant quasiment le nombre de TIAC 

associé à S. aureus (Figure 9) (France 2021). 

Selon un rapport de Santé Publique France, en 2019, 1 783 TIAC ont été déclarés en France, touchant 

un total de 15 641 personnes, dont 4 % (609) se sont présentées à l’hôpital et 0,08 % (12) en sont 

décédées. Lorsque l’on compare le nombre de cas notifiés, on remarque une augmentation de 8,6 % 

(+153 TIAC déclarées) par rapport à 2018. Sur les 12 décès recensés, 6 sont suspectés d’avoir été causés 

par B. cereus, touchant des personnes âgées (France 2021).  

En 2019, l'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA: European Food Safety Authority) a 

recensé 5 940 TIAC sur 33 pays européen. B. cereus était le troisième agent pathogène responsable de 

ces infections et sur les 60 cas mortels, il en est responsable de 12 %. En 2021, l’implication de B. cereus 

dans la proportion de cas mortels a légèrement diminué jusqu’à 3 % 

(https://www.efsa.europa.eu/en/microstrategy/FBO-dashboard). 

Néanmoins, de manière générale, l’incidence des infections alimentaires à B. cereus est sous-estimée 

car il n’est pas systématiquement recherché en cas de TIAC dans de nombreux pays. La France est l’un 

des pays portant le plus d’attention à B. cereus. En effet, si on regarde les données de 2019, 52 % des 

TIAC reportées impliquant B. cereus viennent de la France et représentent 86 % des cas mortels 

décomptés. 

https://www.efsa.europa.eu/en/microstrategy/FBO-dashboard


 

36 
 

 

Figure 9 : Nombre de TIAC déclarées selon l'agent pathogène suspecté ou confirmé entre 2006 et 2019 (France 2021). 

En plus d’avoir un coût humain, les TIAC ont aussi un impact économique important. En effet, pour les 

entreprises agro-industrielles, le rappel de produits contaminés entraine des pertes financières 

importantes. Par exemple, en 2009, le rappel de produits à bases de cacahuètes contaminés par 

Salmonella a entrainé un cout de 70 millions de dollars à l’entreprise et a aussi entrainé sa faillite 

(Hussain and Dawson 2013). 

 Infections non gastro-intestinales 

B. cereus est aussi considéré comme étant un pathogène opportuniste de plus en plus reconnu. Les 

infections non gastro-intestinales sont plus rares mais elles sont aussi plus graves (Bottone 2010).  

Les infections non gastro-intestinales représentent des infections locales ou systémiques non liées au 

tractus intestinal. Ces infections ne sont pas à déclaration obligatoire. Il est donc plus difficile de 

mesurer le risque et l’incidence de B. cereus dans les infections non gastro-intestinales en France ou 

dans le monde. Il existe néanmoins un grand nombre d’études de cas qui montre B. cereus comme 

l’agent responsable d’infections locales et systémiques ainsi que de son implication dans des cas 

mortels (Kato et al. 2016).  

B. cereus a été montré comme étant à l’origine :  

- D’endophtalmies (Hemady et al. 1990; Helgason et al. 2000). L’endophtalmie est une infection 

oculaire entrainant une diminution de l’acuité visuelle à la suite d’une infection microbienne 
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traumatique ou systémique de l’intérieur de l’œil (Callegan et al. 1999). La gravité de l’infection 

varie en fonction du pathogène et la rapidité du traitement.  

- De parodontites pouvant induire une dégradation des dents (Rasko et al. 2007). 

- D’infections du système nerveux central où il peut provoquer des hémorragies méningées 

(Kawatani et al. 2009) ainsi que des abcès au niveau du cerveau (Nishikawa et al. 2009). 

- D’infections au cœur localisées (endocardites, péricardites) ou générales (bactériémies) 

(Akesson, Hedstrom, and Ripa 1991; Arnaout et al. 1999; Miller et al. 1997) 

- De méningites chez les nouveau-nés et en particulier les prématurés (Cormontagne et al. 2021) 

- D’infections locales à la suite d’un traumatisme dues à la présence de spores dans 

l’environnement ou acquises en tant qu’agent pathogène secondaire à l’hôpital. 

- Plusieurs cas d’infections fulminantes similaires à B. anthracis ont déjà été reportés alors que 

les individus étaient en bonne santé (Avashia et al. 2007; Hoffmaster et al. 2006). Les souches 

isolées possédaient le gène de virulence pagA qui est porté par le plasmide pXO1 de 

B. anthracis. Il a donc été montré que des souches de B. cereus possédant des gènes codant 

pour des facteurs de virulence retrouvés chez B. anthracis peuvent être à l’origine d’infections 

pulmonaires sévères.  

Toutes ces pathologies montrent que B. cereus est un pathogène qui doit être pris en compte 

sérieusement lors de son isolement dans des prélèvements cliniques et ne pas être considéré comme 

un contaminant.  

Dû à sa présence ubiquitaire, B. cereus peut être retrouvé dans l’environnement hospitalier où il pose 

un réel problème. De nombreux cas d’infections nosocomiales ont été rapportés chez des patients 

hospitalisés, souvent immunodéprimés. Une grande variété de sources de contamination a été 

identifiée tels que des équipements de filtration de l’air et de ventilation, le matériel de bronchoscopie, 

le linge, les gants, les mains ou encore les ballons de ventilation manuelle au sein des services de 

réanimation (Barrie et al. 1994; Hsueh et al. 1999; Van Der Zwet et al. 2000; Bryce et al. 1993; Hernaiz 

et al. 2003; Moyer et al. 2009). Dans des cas de bactériémies ou de septicémies, des contaminations 

via des cathéters ont été documentées (Kuroki et al. 2009). Grâce à sa capacité à former des biofilms 

(Auger et al. 2009), B. cereus peut facilement adhérer à la surface des cathéters et provoquer des 

infections persistantes. La décontamination de ces biofilms est compliquée puisqu’un traitement 

antibiotique ne sera efficace que sur les bactéries détachées du biofilm tandis que celles au sein du 

biofilm seront protégées de l’action thérapeutique (Stewart et al. 2001). Entre sa capacité à former 

des biofilms et à sporuler, B. cereus est capable d’échapper aux traitements et de persister dans 

l’environnement hospitalier.   
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Parmi les infections nosocomiales, B. cereus est particulièrement dangereux pour les nouveau-nés 

prématurés. Lorsque l’on regarde des études de cas dans la littérature, on peut voir que ces infections 

entrainent une forte mortalité chez les nouveau-nés (40 % des cas) (Annexe 1) (Cormontagne et al. 

2021). Les nouveau-nés prématurés ayant un système immunitaire immature sont plus sensibles aux 

infections qui se développent, la plupart du temps, dans les dix premiers jours de vie.   

En 2016, dix nouveau-nés infectés par B. cereus ont été identifiés en Île de France sur cinq hôpitaux 

différents. Le lait maternel pasteurisé avait été suspecté comme possible contaminant et des études 

ont été faites sur des lots de lait incriminés. Ces tests ont mis en évidence la présence de B. cereus 

mais la comparaison des souches cliniques et environnementales a révélé une grande diversité 

génotypique, rendant impossible l’identification d’une source de contamination commune. De plus, 

certains des cas n’avaient même pas reçu de lait pasteurisé provenant du lactarium. Néanmoins, bien 

qu’aucune corrélation n’a pas pu être établie entre les souches cliniques et environnementales, on ne 

peut pas exclure leur possible dangerosité. Ces cas ont entrainé un arrêt du fonctionnement du 

lactarium pendant l’enquête sur la source de contamination. Cinq cents litres de lait maternel 

pasteurisé ont dû être jetés bien que de nombreux nouveau-nés ayant reçu ce lait n’ont jamais 

développé d’infections. Au final, la source de contamination n’a jamais pu être identifiée.  

 Toxines et facteurs de virulence 

Un pathogène est défini par sa capacité à infecter un hôte en lui provoquant des effets délétères. 

Même des bactéries qui ne sont pas normalement pathogènes peuvent le devenir lorsqu’ils infectent 

des hôtes affaiblis. Afin d’infecter son hôte, la bactérie peut employer de multiples stratégies pour 

créer des conditions qui seront favorables pour sa survie.  

Les gènes de virulence bactérienne peuvent être divisés en trois classes (Wassenaar and Gaastra 2001) : 

- Des gènes de virulence codant pour des protéines telles que des toxines qui vont être 

directement impliquées dans la dégradation des tissus de l’hôte. Ce sont des gènes qui ne sont 

pas présents ou exprimés dans des souches hypovirulentes.  

- Des gènes impliqués dans la colonisation de l’hôte et/ou dans le contournement du système 

immunitaire. Ces gènes vont permettre l’établissement du cycle infectieux au sein de l’hôte.  

- Des gènes codants pour l’ensemble des produits nécessaires à l’activité des facteurs des deux 

premières catégories. On retrouve dans cette catégorie des gènes de maturation tels que des 

protéines chaperonnes, des gènes impliqués dans la sécrétion des facteurs de virulence, des 

gènes impliqués dans l’approvisionnement de l’agent pathogène en nutriment ou encore des 

gènes impliqués dans la régulation de l’expression des gènes de virulence.  
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Les souches de B. cereus ont des niveaux de pathogénicité très variables. Des souches peuvent être 

inoffensives pour l’Homme alors que d’autres peuvent engendrer une pathologie grave pouvant 

amener au décès de l’hôte. De nombreux facteurs ont été mis en évidence comme étant 

potentiellement impliqués dans la virulence de la bactérie. Parmi ces facteurs, on retrouve notamment 

le céréulide, les entérotoxines Nhe, Hbl et EntFM, les « pore forming toxins » CytK et HlyII, les 

phospholipases PI-PLC, PC-PLC et SM-PLC, les protéases InhA1 et NprA, les régulateurs de l’expression 

des facteurs de virulence ou encore la protéine Mfd. 

En termes de santé publique, il est nécessaire de connaitre le risque que représentent les souches 

isolées, que ce soit au niveau de l’industrie agroalimentaire ou dans les hôpitaux. Ainsi, il est important 

de savoir si une souche retrouvée dans leur environnement présente un danger afin de mettre en 

œuvre les mesures de prévention et de décontamination adaptées. La virulence de B. cereus est 

multifactorielle et de nombreux facteurs de virulence ont été décrits et étudiés, néanmoins, ils 

n’expliquent toujours pas entièrement la virulence de B. cereus. Certaines souches peuvent posséder 

ces facteurs mais être apovirulentes tandis que d’autres peuvent n’en présenter aucun et être 

hypervirulentes. De plus, les facteurs de virulence peuvent agir de différentes manières, ils ne vont pas 

nécessairement directement être toxiques pour l’hôte mais un bon nombre d’entre eux (HlyII, Mfd, 

InhA1 ou encore NprA) augmentent la résistance de B. cereus face au système immunitaire. Les travaux 

sur la compréhension de la virulence de cette bactérie sont donc essentiels pour détecter de manière 

efficace les souches pathogènes et les différencier des souches non pathogènes.  

3.1.  Le céréulide 

Le céréulide est une toxine responsable du syndrome émétique causé par B. cereus. Il s’agit d’un petit 

polypeptide cyclique composé de 12 acides aminés (Agata et al. 1994) qui est le produit d’une synthèse 

peptidique non-ribosomale (Ehling-Schulz, Fricker, and Scherer 2004). La machinerie enzymatique 

nécessaire à l’assemblage de la toxine est codée par le locus ces qui fait 24 kb. Ce locus est notamment 

utilisé en tant que marqueur pour identifier les souches productrices de la toxine émétique. Le locus 

ces est porté par un plasmide pBCE de  270 kb ayant des similarités avec pXO1 de B. anthracis (Ehling-

Schulz et al. 2006; Rasko et al. 2007).  

La toxine est extrêmement stable et est capable de résister à un pH acide jusqu’à pH 2 ainsi qu’à de 

hautes températures (121 °C pendant 15 min). Cela lui permet de ne pas être détruit par l’acide 

gastrique, les enzymes protéolytiques du tractus intestinal ou encore la cuisson des aliments (Agata et 

al. 1994; Shinagawa et al. 1996). Étant un ionophore de potassium, le céréulide peut traverser les 

membranes. Par ce transport, il induit le gonflement des mitochondries, inhibant de cette façon leur 

activité (Mikkola et al. 1999). Cette toxine est capable d’entrainer l’apoptose de multiples types 

cellulaires comme notamment les cellules hépatiques (Yokoyama et al. 1999) et les cellules NK de la 
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réponse immunitaire (Paananen et al. 2002). Le symptôme de vomissements causé par la toxine 

émétique est dû à l’activation du nerf vague suite à la fixation du céréulide sur des récepteurs 

spécifiques (Agata et al. 1995).   

3.2. Les entérotoxines 

 L’hémolysine BL 

L’hémolysine BL (Hbl) fut la première entérotoxine de B. cereus identifiée. Elle est composée de trois 

sous unités incluant deux composants lytiques L2 et L1 codés par hblC et hblD et la protéine de liaison 

B codée par hblA (Beecher and Macmillan 1991; Thompson et al. 1984; Ryan, Macmillan, and Zilinskas 

1997). Hbl est une toxine hémolytique, cytotoxique, dermonécrotique qui entraine une augmentation 

de la perméabilité vasculaire. L’entérotoxine est cytotoxique pour les cellules intestinales mais aussi 

pour les erythrocytes (Beecher and MacMillan 1990), les cellules épithéliales rénales Vero (Granum 

and Lund 1997), le tissu dermique (Thompson et al. 1984) et rétinal (Beecher et al. 1995; Beecher and 

Wong 2000). L’interaction des trois sous unités est nécessaire pour la formation de pores 

transmembranaires permettant le passage d’eau, d’ions et de molécules de faible poids moléculaire 

(Beecher and Wong 1997). 

 L’entérotoxine Nhe  

L’entérotoxine Nhe « Non-Hemolytic Enterotoxin » est elle aussi un complexe protéique tripartite 

composé de NheA, NheB et NheC codées par l’opéron nheABC (Granum, O'Sullivan, and Lund 1999). 

Nhe est tout aussi cytotoxique que Hbl mais n’a pas son caractère hémolytique. Comme Hbl, sa 

propriété cytotoxique est due à l’assemblage des trois protéines qui la compose, formant des pores 

transmembranaires qui entrainent la lyse osmotique des cellules. Nhe est considérée comme étant la 

toxine diarrhéique majeure de B. cereus à cause de la forte corrélation entre la cytotoxicité des filtrats 

de culture d’un grand nombre de souches sur des cellules Vero et leur concentration en Nhe (Moravek 

et al. 2006). Il a été décrit que les gènes codant pour Nhe sont présents dans toutes les souches de 

B. cereus mais exprimés à différents niveaux (Fagerlund et al. 2007; Moravek et al. 2006; 

Ngamwongsatit et al. 2008).  

 L’entérotoxine FM 

L’entérotoxine FM (EntFM) a été identifiée comme étant responsable de perméabilité vasculaire chez 

le lapin, d’infiltrations sur des anses ligaturées de lapins et de toxicité sur les cellules épithéliales Vero 

(Shinagawa et al. 1991). Il a été démontré que EntFM est une peptidase membranaire impliquée dans 

la mobilité et la morphologie de B. cereus. De ce fait, elle a été renommée CwpFM (Cell wall peptidase). 
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Cette entérotoxine permet l’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales et participe à la formation 

de biofilms, ce qui est essentiel dans la virulence de B. cereus chez l’insecte (Tran et al. 2010). 

Une étude portée sur 39 séquences de CwpFM a montré que l’on ne retrouve qu’une seule copie du 

gène dans les différentes souches de B. cereus et que sa séquence est fortement conservée. L’étude in 

silico des séquences montre qu’il y a néanmoins une différence entre la séquence de souches non 

pathogènes par rapport à la séquence de souches isolées dans des TIAC au niveau de deux modules 

fonctionnels. Ces deux motifs pourraient induire une variation dans la pathogénicité d’une souche. La 

relation séquence/structure/fonction de CwpFM semble jouer un rôle important dans la virulence de 

B. cereus (annexe 2) (Tran et al. 2020). 

3.3. Les « pore forming toxins » 

 La cytotoxine K 

La cytotoxine K 1 (CytK1) fut identifiée pour la première fois en 1998 après un isolement d’une toxi-

infection alimentaire causant la mort de trois personnes en France (Lund, De Buyser, and Granum 

2000). Codée par cytK, cette protéine appartient à la famille des protéines à structure en tonneau β 

capables de former des pores. CytK est nécrotique, hémolytique et cytotoxique pour l’épithélium 

intestinal (Hardy, Lund, and Granum 2001). Il existe deux variants de CytK : CytK1 et CytK2. Ces deux 

variants présentent 89 % d’identité. Néanmoins, des études ont montré que le variant CytK2 est 5 fois 

moins cytotoxique que CytK1 sur des cellules Caco-2 et Vero (Fagerlund et al. 2004). 

 L’hémolysine II 

L’hémolysine II (HlyII) codée par hem2 est comme CytK une protéine ayant une structure en tonneau 

β. Elle est capable de former des pores transmembranaires de petite taille permettant le passage 

d’anions (Andreeva et al. 2006). HlyII peut s’insérer dans des membranes de différents types cellulaires 

et ne semble pas avoir besoin de récepteurs spécifiques. Son effet cytotoxique a été montré sur 

érythrocytes, des cellules neuronales, épithéliales, des macrophages, des monocytes et des cellules 

dendritiques (Andreeva et al. 2006; Sinev et al. 1993; Tran and Ramarao 2013).  

Des observations in vitro et in vivo chez l’insecte ont montré que la formation de pores par HlyII dans 

la membrane des cellules phagocytaires entraîne leur apoptose et permet ainsi à B. cereus de 

contourner les défenses immunitaires de l’hôte (Tran et al. 2011; Tran et al. 2013). Le gène hlyII est 

surexprimé lorsque la bactérie est dans un environnement présentant peu de fer. L’apoptose des 

hémocytes et des macrophages permettrait le relargage du fer qu’ils contiennent (Tran et al. 2013).  
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3.4. Les phospholipases 

Les phospholipases C jouent des rôles variés dans la virulence des bactéries pathogènes (Titball 1998). 

Les phospholipases sont capables d’induire une lyse des cellules via une activité enzymatique. Elles 

sont aussi associées à la dégradation des tissus et à l’altération de la signalisation cellulaire 

(Drobniewski 1993). B. cereus produit trois phospholipases C : la phosphatidylinositol phospholipase C 

(PI-PLC), la phosphatidylcholine phospholipase C (PC-PLC) et la sphingomyélinase (SM-PLC). Ces deux 

dernières sont actives séparément mais sont aussi capables de s’associer créant la céréolysine AB qui 

a une activité hémolytique (Gilmore et al. 1989). 

3.5. Les protéases 

Les protéases ont un rôle majeur dans la virulence bactérienne. Elles ont des rôles très variés tels que 

l’activation de toxines, la lyse de protéines, la protection contre le système immunitaire ou encore 

l’interférence avec la signalisation cellulaire (Miyoshi and Shinoda 2000). B. cereus exprime une 

cinquantaine de protéases dont deux majeures qui sont produites en fin de phase stationnaire : NprA 

et InhA1 (Chitlaru et al. 2006).  

InhA1 est une métalloprotéase à zinc, sécrétée, interférant avec les défenses immunitaires de l’hôte 

en hydrolysant des peptides antimicrobiens (Dalhammar and Steiner 1984). InhA1 est absorbée à la 

surface de l’exosporium (l’enveloppe la plus externe de la spore) (Charlton et al. 1999) et permet aux 

spores de s’échapper des macrophages après leur internalisation (Ramarao and Lereclus 2005). En plus 

du gène inhA1, le génome de B. cereus contient deux gènes paralogues inhA2 et inhA3. inhA2 et inh3 

possèdent respectivement 66 % et 73 % d’homologie à inhA1. Tous les deux contiennent un domaine 

de fixation au zinc. InhA2 pourrait protéger B. cereus des peptides antimicrobiens synthétisés par les 

cellules épithéliales intestinales de l’insecte Galleria mellonella (Fedhila et al. 2006). Le rôle de InhA3 

dans la virulence de B. cereus quant à lui reste encore méconnu (Guillemet et al. 2010). 

NprA est aussi une métalloprotéase « thermolysin-like » de la famille des peptidases M4. NprA pourrait 

être impliquée dans la virulence en clivant des composants tissulaires comme l’élastine, la fibronectine 

ou encore des protéines impliquées dans la coagulation sanguine (Chung et al. 2006). Il a été montré 

récemment que NprA et InhA1 font partie du sécrétome de B. cereus et que la sécrétion de NprA ne 

peut avoir lieu sans InhA1. NprA est composée d’un peptide signal de 24kDa et d’un domaine C-

terminal de 35 kD. Dans le sécrétome, NprA est retrouvée sous une forme à 35 kDa. InhA1 a été 

montrée comme étant responsable du clivage de NprA, lui permettant de prendre sa forme mature 

qui sera sécrétée. De plus, l’infection de macrophages a montré que NprA et InhA1 sont essentielles 

pour la sortie des spores phagocytées hors des macrophages (Haydar et al. 2018). Ces deux protéases 

jouent donc un rôle important dans la résistance de B. cereus à la réponse du système immunitaire de 

l’hôte.  
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3.6. Les régulateurs de l’expression des facteurs de virulence 

 PlcR 

L’expression de la plupart des facteurs de virulence décrits précédemment est régulée par un 

régulateur transcriptionnel PlcR (Phospholipase C Regulator). C’est le cas des toxines diarrhéiques Nhe 

et Hbl, de CytK, des phospholipases PI-PLC, PC-PLC et SM-PLC, des paralogues de NprA (mais pas NprA 

elle-même), de la métalloprotéase InhA2 (mais pas InhA1 ni InhA3), et de plusieurs bactériocines 

(Agaisse et al. 1999; Gohar et al. 2008). PlcR est reconnu comme le régulateur majeur de la virulence 

de B. cereus. Son régulon compte au total 45 gènes, dispersés sur le chromosome. Leur expression est 

activée en début de phase stationnaire par la fixation de PlcR à une séquence dans leur région 

promotrice. C’est une séquence palindromique spécifique et fortement conservée 

TATGnAnnnnTnCAT(A) nommée boîte PlcR (Gohar et al. 2008). L’expression de PlcR s’autorégule par 

l’intermédiaire du peptide PapR qui est codé par un gène situé en aval de plcR (Slamti and Lereclus 

2002). Au moment du passage en phase stationnaire de croissance, les facteurs de virulence régulés 

directement ou indirectement par PlcR représentent plus de 80 % de la quantité de protéines 

extracellulaires de B. cereus (Gohar et al. 2002). 

 NprR 

Comme PlcR, le régulon de NprR contient de nombreux gènes codant des enzymes dégradatives : 

protéases, estérases, lipases, chitinases et une chitosanase. C’est notamment un régulateur de 

l’expression de NprA. Le gène nprR est en opéron avec le gène codant son peptide activateur, nprX 

(Perchat et al. 2011). L’expression de nprR seul (en absence de nprX) réduit de cinq fois l’efficacité de 

la sporulation. La sporulation est restaurée en ajoutant le peptide NprX en début de phase stationnaire 

(Perchat et al. 2016). 

 Spo0A 

Spo0A est un régulateur transcriptionnel pléiotrope présent chez toutes les bactéries sporulantes 

(Galperin et al. 2012). Il y est qualifié de régulateur global (« master regulator ») car les régulons et les 

différenciations sous son contrôle sont nombreux. Chez B. subtilis, Spo0A influence la transcription de 

plus de 500 gènes, dont 121 contrôlés directement par Spo0A (Molle et al. 2003; Fawcett et al. 2000). 

Lorsque des signaux (densité cellulaire, carences nutritionnelles, etc) activent les kinases, celles-ci 

déclenchent une cascade de phosphorylations, impliquant les facteurs Spo0B et Spo0F, qui aboutit à 

la phosphorylation de Spo0A. L’accumulation de Spo0A~P active la transcription d’au moins sept gènes 

dont sigF et sigE, codant respectivement les facteurs σF et σE. Ces facteurs contrôlent l’entrée en 

sporulation et le passage d’un à deux compartiments cellulaires (préspore et cellule mère) dans 

lesquels la transcription des gènes est différemment régulée (Patrick J. Piggot 2002). Spo0A~Préprime 
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également la transcription de nombreux gènes possédant une « boite Spo0A » (site de fixation de 

Spo0A sur l’ADN). Ces gènes, sous le contrôle de Spo0A, peuvent être impliqués dans de nombreux 

processus comme la motilité, la formation de biofilms et la sporulation (Fujita, Gonzalez-Pastor, and 

Losick 2005; Grau et al. 2015; Piggot and Hilbert 2004). Spo0A est également connu pour agir comme 

répresseur de la transcription de plcR (Lereclus et al. 2000). 

3.7. Îlot de pathogénicité du plasmide pAH187 

L’étude d’une collection de souches isolées de patients infectés avec B. cereus a mis en évidence un 

îlot de pathogénicité sur le plasmide pAH187. Des nouveaux biomarqueurs des souches cliniques (araC, 

gshAB, BCQ_PI180) (Kavanaugh et al. 2022) ont été identifiés sur la séquence de ce plasmide. La région 

contenant ces biomarqueurs a alors été considérée comme un possible îlot de pathogénicité, ce qui a 

été confirmé par des test in vivo chez la larve Galleria mellonella. En effet, la délétion de cet îlot a 

entrainé une diminution de la virulence de B. cereus. Cette délétion a aussi révélé une diminution de 

la germination chez le mutant par rapport à la souche contenant le plasmide entier. L’îlot identifié sur 

le plasmide pAH187 joue donc un rôle essentiel non seulement dans la virulence mais aussi la 

germination de B. cereus (annexe 3) (Dervyn et al. 2021).  

3.8. La protéine Mfd 

Récemment, la protéine Mfd « Mutation Frequency Decline » a été mise en évidence comme étant 

impliquée dans la virulence de B. cereus. Il a été montré que la délétion du gène mfd entraine une 

perte de virulence (Guillemet et al. 2016). Mfd, par son implication dans la réparation de l’ADN, permet 

à B. cereus de résister à la réponse immunitaire et plus particulièrement à la réponse nitrogène de 

l’hôte qui entraîne des lésions sur l’ADN bactérien (cf Chapitre 1).  
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Chapitre 3 : Les antibiotiques et l’antibiorésistance 

1. Les maladies infectieuses 

Les maladies infectieuses sont causées par des microorganismes (Virus, bactéries, parasites, 

champignons…). Ces pathogènes peuvent entrainer des infections locales comme une infection 

cutanée ou ils peuvent provoquer des infections systémiques qui sont généralisées. Naturellement, 

notre système immunitaire est équipé pour combattre ces pathogènes, mais il n’est pas toujours en 

mesure de maîtriser l’infection. Avant le 20ème siècle et la découverte des antibiotiques, les maladies 

infectieuses étaient la première cause de mortalité dans le monde (Cohen 2000). Un enfant né en 1900 

avait 10 % de chance de mourir entre 1 et 4 ans à cause d’une pneumonie ou d’une maladie 

diarrhéique. Le manque d’hygiène publique ou personnelle, la consommation d’eau, d’aliments ou de 

lait contaminés étaient des facteurs majeurs dans la transmission de ces infections.  

Parmi les maladies infectieuses causant des épidémies sévères, on retrouve de nombreuses bactéries 

comme Yersinia pestis, l’agent responsable de la peste qui a causé au moins trois pandémies connues. 

Il est estimé que la seconde pandémie (appelée la peste noire) aurait engendré la mort de plus de 200 

millions de personnes en Europe et Asie de l’Est. Cette pandémie aurait décimé 30 % de la population 

européenne de l’époque (Piret and Boivin 2020). Outre Yersinia pestis, on retrouve aussi les Rickettsies 

(famille de bactéries responsable du typhus), Mycobacterium tuberculosis (agent responsable de la 

tuberculose), Vibrio cholerae (agent responsable du choléra), Salmonella typhi (agent responsable de 

la fièvre typhoïde), Streptococcus pyogenes (agent responsable de la scarlatine) et Corneybacterium 

diphtheriae (agent responsable de la diphtérie) comme espèces bactériennes responsables d’ 

épidémies majeures (Mercer 2021).  

L’amélioration de la qualité de la nourriture et de l’eau ainsi que la mise en place de règles sanitaires 

et d’hygiènes a fortement augmenté l’espérance de vie. Entre 1700 et 1900, cette espérance de vie 

moyenne est passée de 17 à 52 ans en Angleterre (Piret and Boivin 2020). L’amélioration de la santé 

humaine a continué d’augmenter grâce à la découverte des antibiotiques.  

2. Histoire des antibiotiques 

L’utilisation de microbes produisant des antibiotiques dans le traitement d’infections remonte à 

plusieurs millénaires. Des cataplasmes à partir de pain moisi ou de miel étaient utilisés pour traiter des 

plaies ouvertes en Serbie, en Chine, en Grèce et en Egypte il y a plus de 2000 ans. Un papyrus datant 

de 1500 ans avant l’ère commune est la preuve la plus ancienne d’un document médical qui inclut 

notamment ces méthodes de traitement (Haas 1999).  
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L’antibiose entre bactéries a été décrite bien avant la découverte d’antibiotiques. Par exemple, Louis 

Pasteur avait proposé que les microbes étaient capables de produire des substances mortelles pour 

d’autres bactéries (Brunel 1951). Néanmoins, il faudra attendre 1908 et Paul Ehrlich pour voir 

apparaitre le développement de médicaments antimicrobiens. Paul Ehrlich, un médecin allemand, a 

mis au point un dérivé de l’arsenic non toxique, efficace contre la syphilis s’appelant l’arséphénamine 

et commercialisé sous le nom de Salvarsan (Gelpi, Gilbertson, and Tucker 2015).  

En 1928, Alexander Fleming identifie Penicillium notatum comme étant capable d’inhiber la croissance 

bactérienne. Il concentre la substance antibactérienne et la nomme « pénicilline » (Fleming 2001). Il 

faudra néanmoins attendre 1945 pour avoir une production industrielle et une commercialisation de 

la pénicilline pure.  

En 1936, Gerhard Domagk, un scientifique poursuivant les travaux de Paul Ehrlich à l’institut Bayer en 

Allemagne, découvre le sulfamidochrysoïdine aussi nommé « prontosil ». Ce composé est une pro 

drogue qui nécessite l’activité d’une estérase in vivo pour être activé (Otten 1986). Il s’agit du premier 

antibiotique de la classe des sulfamides. Cette classe d’antibiotique fut aussi la première à être efficace 

sur un large spectre de bactéries. 

À partir de là, les travaux sur les antibiotiques deviennent de plus en plus présents et la découverte de 

nouvelles classes d’antibiotiques se poursuit jusque dans les années 80. Les travaux de Waksman sur 

les Actinomycètes en tant que producteurs de nombreux antibiotiques tels que la néomycine et la 

streptomycine (les premiers agents efficaces contre la tuberculose) ont initié l’âge d’or de la 

découverte d’antibiotiques entre les années 40 et 60 (Figure 10) (Waksman, Schatz, and Reynolds 

2010). La plupart des antibiotiques découverts durant cette période sont toujours utilisés de nos jours.  

L’introduction des antibiotiques a révolutionné le domaine médical du 20ème siècle. En plus du 

traitement de maladies infectieuses, les antibiotiques ont rendu possible de nombreuses avancées 

dans des procédures médicales telles que le traitement contre le cancer, la transplantation d’organes 

ou plus généralement la bonne réalisation de chirurgies. Il a été calculé que la découverte et 

l’utilisation des antibiotiques a entrainé une augmentation de l’espérance de vie de plus de vingt ans 

(Hutchings, Truman, and Wilkinson 2019).  
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Figure 10 : Chronologie de la découverte des antibiotiques entre 1910 et 2010 (Silver 2011). 

3. Cibles actuelles des antibiotiques  

Les antibiotiques sont des petites molécules qui inhibent des mécanismes essentiels à la survie ou à la 

multiplication des bactéries. Ils sont bactéricides lorsqu’ils ciblent la survie et sont bactériostatiques 

lorsqu’ils bloquent la multiplication bactérienne. Ces antibiotiques ciblent principalement six voies 

essentielles des bactéries (Figure 11), ce qui les classe dans différents groupes (tableau 1).  
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Figure 11 : Voies essentielles ciblées par les antibiotiques.(Bordeaux 2019). 

3.1. La paroi bactérienne 

La paroi est une particularité de la cellule procaryote. Elle lui permet de conserver sa forme et de 

résister à la pression osmotique. La paroi bactérienne est composée de peptidoglycane et sa synthèse 

est inhibée par les β-lactamines et les glycopeptides. Le peptidoglycane est composé de deux sucres, 

le N-acétylglucosamine et l’acide N-acétyl muramique et d’un pentapeptides qui se termine par deux 

résidus D-alanine. Ces trois éléments sont reliés lors de la synthèse du peptidoglycane par des 

transpeptidases appelées protéines de liaison aux pénicillines (PLP). C’est en se fixant sur les PLP, grâce 

à une structure similaire aux deux D-alanine, que les antibiotiques de cette famille vont inhiber 

l’activité transpeptidase et bloquer la synthèse de la paroi (Yocum, Rasmussen, and Strominger 1980).  

3.2. La polarité de la membrane  

La polarité de la membrane permet aux bactéries d’avoir une perméabilité sélective afin de maintenir 

une homéostasie qui est nécessaire à la conservation d’énergie. Cette polarité est formée grâce à un 

gradient d’ions de part et d’autre de la membrane. La gramicidine et la polymixine modifient la 

perméabilité cationique de la membrane, ce qui annule le gradient de proton. Cette action induit une 

perméabilité et une désorganisation de la membrane. Le contenu intracellulaire peut alors sortir, ce 

qui entraine la mort de la bactérie (Shatri and Tadi 2022).  

3.3. Traduction des protéines  

La traduction des protéines est un processus impliquant de nombreux acteurs comme l’ARN messager, 

les ARN de transfert et des ribosomes. Ces derniers sont composés de deux sous unités appelées 30S 

et 50S. Certains antibiotiques peuvent cibler ces sous unités et ainsi inhiber le processus de traduction. 
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Les aminoglycosides et les tétracyclines inhibent la sous unité 30S, la première famille en se liant de 

manière irréversible (Krause et al. 2016) et la seconde en bloquant l’association de l’ARNt avec le 

ribosome (Chopra and Roberts 2001). Les macrolides et les lincosamides, quant à eux, inhibent la sous 

unité 50S en se liant de manière réversible (Patel and Hashmi 2022; Murphy, Bistas, and Le 2022).  

3.4. L’ADN  

La réplication et la conservation de l’intégrité de l’ADN sont primordiales à la survie des bactéries. 

L’ADN gyrase fait partie de la famille des topoisomérases. Ce sont des enzymes qui vont contrôler la 

structure de l’ADN et on les retrouve dans de nombreux processus cellulaires tels que la transcription 

et la réplication. Les antibiotiques de la famille des quinolones (dont les fluoroquinolones) vont inhiber 

l’ADN gyrase et la topoisomérase IV. Les fluoroquinolones vont intéragir avec une région appelé QRDR 

des toposiomérases et vont ainsi créer des changements de conformations induisant l’inhibition de 

l’activité des enzymes (Blondeau 2004). Le métronidazole quant à lui interagit avec l’ADN et induit une 

perte de la structure hélicoïdale de l’ADN et des dommages sur l’ADN (Weir and Le 2022). 

3.5. Transcription de l’ARN 

La transcription est essentielle à la survie des bactéries puisqu’elle permet la synthèse d’ARN messager 

qui va pouvoir être utilisé dans la traduction et donc la synthèse de protéines. La rifampicine est un 

antibiotique qui inhibe l’ARN polymérase, soit en bloquant le passage pour l’élongation au bout 5’ de 

l’ADN soit en diminuant l’affinité de l’ARN polymérase avec les transcrits (Beloor Suresh, Rosani, and 

Wadhwa 2022). La fidaxomicine, va quant à elle, inhiber l’initiation de la transcription en se fixant au 

niveau du complexe ADN/ARN polymérase (Zhanel, Walkty, and Karlowsky 2015). 

3.6. Voies métaboliques 

Les voies métaboliques permettent la synthèse de molécules nécessaires au bon fonctionnement de 

la cellule. Cela peut être la synthèse de lipides, de glucides, d’ATP et bien d’autres. Les voies 

métaboliques sont au centre de la survie de tous les organismes. Le traitement principal induisant une 

inhibition de la synthèse d’acide folique est une combinaison d’antibiotiques, le sulfamethoxazole qui 

inhibe la dihydroptéroate synthase et le triméthoprime qui inhibe l’enzyme dihydrofolate réductase. 

Les deux composés ensemble créés un effet en synergie anti-acide folique (Kemnic and Coleman 2022). 

De manière plus spécifique, l’isoniazide est une prodrogue qui, lorsque activée, va former un complexe 

avec NADH et inhiber l’acide gras synthase et ainsi la synthèse d’acide myolique (Timmins and Deretic 

2006). Ce dernier est un composant essentiel de la paroi mycobactérienne et est donc utilisé 

exclusivement pour le traitement des infections à Mycobacteriaceae.  

Tableau 1 : Liste des grands groupes d'antibiotiques actuels 

Mode d'action Groupe d'antibiotiques 



 

50 
 

Inhibiteur de la synthèse de la paroi β-Lactamines 

 Carbapénèmes 

 Céphalosporines 

 Monobactames 

 Pénicillines 

Glycopeptides 

Fosfomycine 

Dépolarisation de la membrane Lipopeptides 

Gramicidine 

Polymixine 

Inhibiteur de la synthèse de protéines Interaction avec la sous unité ribosomale 30S  

 Aminoglycosides 

 Tétracyclines 

Interaction avec la sous unité ribosomale 50S  

 Chloramphénicol 

 Lincosamides 

 Macrolides 

 Oxazolidinones 

 Streptogramines 

Inhibiteur de la synthèse d’ADN Quinolones  

 Fluoroquinolones 

Métronidazole 

Inhibiteur de la transcription de l’ADN Rifampicine 

Fidaxomicine 

Inhibiteur du métabolisme  Sulfonamides 

Triméthoprime 

Nitrofuranes 

4. Apparition et propagation de l’antibiorésistance  

4.1. L’antibiorésistance  

La résistance aux antibiotiques ou l’antibiorésistance survient lorsque les bactéries deviennent moins 

sensibles ou complètement résistantes aux traitements antibactériens. Cette résistance aux 

antibiotiques est devenue un problème majeur de santé publique en médecine humaine et animale 

puisque les infections causées par des souches résistantes sont de plus en plus difficiles à traiter.  

L’antibiorésistance est un phénomène qui est apparu dès la mise à disposition des antibiotiques, mais 

il faudra attendre 1998 avant que l’OMS reconnaisse officiellement qu’il s’agit d’un problème à traiter 

(Organization 1998). Depuis, la surveillance de l’antibiorésistance a pris de l’ampleur. En France, 

l’ONERBA (l’Observatoire Nationale de l’Epidémiologie de la Résistance Bactérienne aux Antibiotiques) 

et Santé Publique France s’occupent de rassembler les données de surveillance du pays depuis 

respectivement 1997 et 1999 (Aubry Damon H 2000). En Europe, c’est l’ECDC (le Centre européen de 
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prévention et de contrôle des maladies) qui s’occupe de regrouper les données de surveillance des 

pays européen. Ils ont un atlas en ligne regroupant les données de chaque année. Si on s’intéresse à 

K. pneumoniae, une entérobactérie responsable d’infections nosocomiales (contractées à l’hôpital) de 

plus en plus résistante aux antibiotiques, on observe une augmentation du pourcentage d’isolats 

résistants aux carbapénèmes qui sont les antibiotiques de derniers recours dans les infections sévères 

à bactérie à coloration Gram négative dans de nombreux pays en Europe. Ce pourcentage atteint 

jusqu’à 70 % dans les bactériémies en Grèce (Figure 12). Certains pays comme la Roumanie ou l’Italie 

sont passés de 0 à 46 %, et 0 à 30 % d’isolats résistants recensés entre 2006 et 2021. Même dans des 

pays conservant un faible pourcentage de souches résistantes comme la France, on recense huit fois 

plus d’isolats résistants aux carbapénèmes en 2021 par rapport à 2005. Cette augmentation est liée à 

une diffusion autochtone de souches, d’épidémies hospitalières et dans 50 % des cas, à une 

importation de souches par le biais de séjours et d’hospitalisation dans des zones endémiques. 

En 2015, l’OMS a mis en place un système de surveillance à l’échelle internationale appelé GLASS 

(« Global Antimicrobial Resistance Surveillance System ») qui a pour mission d’assurer une approche 

standardisée dans la collecte, l’analyse, l’interprétation et le partage de données entre pays dans le 

but d’améliorer les mesures de préventions et de réponses face aux infections résistantes aux 

antibiotiques ( https://www.who.int/initiatives/glass ). 

 

Figure 12 : Pourcentages d'isolats résistants de K. pneumoniae aux antibiotiques de la famille des carbapénèmes en Europe 
entre 2005 et 2021 (données d'ECDC). 

4.2. Impact socio-économique 

En 2020, la consommation moyenne d’antibiotiques était de 16,4 doses journalières pour 1000 

habitants en Europe. Néanmoins, cette consommation varie énormément d’un pays à un autre. Les 

Pays-Bas ne sont qu’à 8,5 doses alors que Chypre est à 28,9 doses. Bien que la consommation 

d’antibiotiques reste haute, il est aussi important de noter qu’elle a tout de même diminué de 22,6 % 

https://www.who.int/initiatives/glass
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entre 2014 et 2020. Cette diminution a majoritairement eu lieu entre 2019 et 2020 dû à la pandémie 

du COVID-19 (2022).  

Malgré la diminution de la quantité d’antibiotiques utilisés en 2021, le nombre d’infections impliquant 

des souches résistantes a augmenté pour tous les pathogènes en Europe par rapport à 2020. La plus 

forte hausse a été observée pour Acinetobacter spp. pour lequel on retrouve une augmentation de 43 % 

des cas. Ce nombre de cas a augmenté de 21 % pour E. faecium, 14 % pour E. faecalis, 9,4 % pour 

S.  aureus, 8,2 % pour P. aeruginosa, 8,1 % pour K. pneumoniae et 2,8 % pour E. coli. Le nombre de cas 

de K. pneumoniae résistants aux carbapénèmes continue aussi d’augmenter alors qu’il s’agit de la 

dernière ligne de défense utilisée dans son traitement (https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-

data/surveillance-antimicrobial-resistance-europe-2021).  

Une étude récente menée dans 204 pays a estimé qu’environ 4,95 millions des décès dans le monde 

seraient associés à des bactéries résistantes aux antibiotiques en 2019 et dont 1,3 millions seraient 

directement causées par les bactéries (Antimicrobial Resistance 2022). L’étude Burden, réalisée par 

Santé Publique France estime qu’en 2012, 158 000 cas d’infections étaient causés par des bactéries 

multi-résistantes parmi lesquels 16 000 infections invasives (méningites, bactériémies, septicémies) et 

12 500 décès ont été associés à ces infections. Sept bactéries multirésistantes ont été étudiées lors de 

cette étude : S. aureus résistant à la méticilline, des entérocoques résistants à la vancomycine, E. coli 

et K. pneumoniae résistant aux céphalosporines de 3ème génération, K. pneumoniae, Acinetobacter spp. 

et P. aeruginosa résistants aux carbapénèmes. Ces bactéries appartiennent au groupe ESKAPE  

(https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/infections-associees-aux-soins-et-

resistance-aux-antibiotiques/resistance-aux-antibiotiques/donnees/ ).  

Dans le rapport O’Neil, ministre de la Santé sous James Cameron, en Angleterre, il a été estimé que si 

rien n’est fait pour combattre l’antibiorésistance, les bactéries résistantes aux antibiotiques pourraient 

entrainer plus de 10 millions de morts par an dans le monde en 2050 au lieu des 700 000 estimés en 

2014 (Figure 13). Ce nombre représenterait un mort toutes les trois secondes dans le monde à cause 

d’une bactérie résistante et représenterait un coût de l’ordre de 100 000 milliards de dollars (O'Neill 

2016). Ce rapport alarmant a mis en exergue la nécessité de nouveaux antibiotiques et de nouvelles 

approches thérapeutiques. Malheureusement, l’innovation dans ce domaine représente un fort coût 

pour les industriels et, avec l’émergence rapide de résistances, les nouveaux candidats médicaments 

deviennent rapidement obsolètes ce qui rend cette recherche peu rentable à l’heure actuelle. 

https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/surveillance-antimicrobial-resistance-europe-2021
https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/surveillance-antimicrobial-resistance-europe-2021
https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/infections-associees-aux-soins-et-resistance-aux-antibiotiques/resistance-aux-antibiotiques/donnees/
https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/infections-associees-aux-soins-et-resistance-aux-antibiotiques/resistance-aux-antibiotiques/donnees/
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Figure 13 : Prédiction de l'impact des bactéries résistantes aux antibiotiques sur les causes de mortalité (O'Neill 2016) 

4.3. Groupe ESKAPE 

Les souches résistantes aux antibiotiques ont une plus grande prévalence en environnement 

hospitalier où les patients dont les défenses sont altérées sont particulièrement vulnérables aux 

infections bactériennes. Bien que de nombreuses bactéries restent sensibles à la plupart de nos 

traitements, un groupe particulier de bactéries résistantes a émergé. Dans les hôpitaux des pays 

développés et en développement, ce groupe composé d’Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus 

(SARM), Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter 

spp., est surnommé « les bactéries ESKAPE » (Rice 2008). 

Les bactéries ESKAPE sont d’une importance capitale, elles sont à l’origine de la majorité des infections 

nosocomiales provoquant des maladies graves qui peuvent entrainer le décès du patient telles que 

bactériémies, infections du tractus urinaire, pneumonies, méningites et infections de plaies cutanées. 

L’intégralité du groupe ESKAPE fait partie de la liste publiée par l’OMS en 2022 nommant les bactéries 

pour lesquels il est urgent de développer de nouvelles solutions thérapeutiques (Figure 14) (WHO 

2022). A. baumannii, P. aeruginosa et les entérobactéries (incluant K. pneumoniae) sont placées dans 
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la première catégorie avec une priorité critique tandis que S. aureus et E. faecium sont classées dans 

la catégorie d’en dessous avec une priorité élevée.  

Les pathogènes du groupe ESPAKE sont retrouvés dans de nombreuses niches environnementales. Des 

études ont identifié des souches résistantes dans du sable, de l’eau de mer, des eaux usées industrielles 

ou municipales, des décharges, des légumes, des plats préparés et des irrigations d’eau (Akanbi et al. 

2017; Michael et al. 2013; Hrenovic et al. 2017; Ebomah and Okoh 2020; Verraes et al. 2013). Cela est 

probablement dû au rejet des eaux usées, de déchets hospitaliers ou agricoles incorrectement jetés et 

traités ou encore à l’activité humaine comme des baignades dans des réserves d’eaux naturelles 

(Hrenovic et al. 2017). Ces bactéries résistantes deviennent donc de plus en plus communes dans notre 

environnement.  

Les études au sein de notre laboratoire se concentrent principalement sur K.  pneumoniae et 

P. aeruginosa, deux bactéries considérées comme une priorité critique par l’OMS. 

4.3.1.  Klebsiella pneumoniae  

K. pneumoniae est une bactérie à coloration Gram négative et appartient à la famille des 

Entérobactéries. Il s’agit d’un pathogène opportuniste surtout nosocomial et impliqué dans de 

nombreux types d’infections : pneumonies nosocomiales, infections urinaires, infections hépato-

biliaires et des bactériémies. Cette bactérie est présente dans l’eau, sur les plantes, le sol, la peau, les 

muqueuses et le tube digestif humain. Sa transmission dite oro-fécale se fait par contact avec des 

objets souillés, des contacts inter humains (manuportage) ou encore des végétaux contaminés. 

La résistance naturelle aux antimicrobiens est principalement due aux pompes à efflux et à l’expression 

d’une pénicillinase à spectre restreint (SHV). La capacité de K. pneumoniae à coloniser l'environnement 

hospitalier, y compris la moquette, les éviers, les fleurs et diverses surfaces, ainsi que la peau des 

patients et du personnel hospitalier, a été identifiée comme un facteur majeur de propagation de cette 

bactérie (Podschun and Ullmann 1998). K. pneumoniae peut acquérir du matériel génétique par 

l’intermédiaire de plasmides de multi-résistance. Il n’est pas rare d’isoler, même en France, des 

souches devenues résistantes à l’ensemble de l’arsenal thérapeutique anti-infectieux. Les infections 

par K. pneumoniae représentent environ 10 % des infections bactériennes traitées dans le domaine 

hospitalier (Piano et al. 2019). 

4.3.2. Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa est aussi une bactérie à coloration Gram négative ubiquitaire. C’est un pathogène des 

plantes, des animaux et de l'Homme. Elle est associée à des maladies graves et des infections acquises 

à l’hôpital telles que la pneumonie sous ventilation, des infections cutanées et des bactériémies. Cette 

bactérie ubiquitaire est retrouvée dans le sol, l'eau, la flore cutanée et la plupart des environnements 



 

55 
 

créés par l'Homme. Elle est également présente sur les équipements médicaux, y compris les cathéters, 

provoquant des infections nosocomiales. P. aeruginosa est capable de coloniser de nombreuses 

surfaces et produire des biofilms durables. Ce pathogène est naturellement résistant à un grand 

nombre d’antibiotiques y compris certaines ß-lactamines, car il produit une β-lactamase 

(céphalosporinase de type AMPC) qui n’est pas inhibée par l’acide clavulanique (un inhibiteur de β-

lactamase) (Lodge et al. 1990). Les infections causées par P. aeruginosa représentent environ 7 % des 

cas reportés au NHSF (« National Healthcare Safety Network ») (Weiner et al. 2016). 

 

Figure 14 : Liste des pathogènes prioritaires pour le développement d'agents antimicrobiens (WHO 2022) 

4.4. Causes de la crise actuelle 

Une des causes de l’émergence de la résistance aux antibiotiques est l’utilisation irraisonnée et 

massive des antibiotiques dans tous les compartiments ; humain, animal et environnemental 

(agriculture). À l’exception de la famille des carbapénèmes, des représentants des autres familles 

d’antibiotiques sont utilisés à la fois chez l’Homme et l’animal.  
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En Médecine humaine, les antibiotiques sont réservés aux traitements d’infections bactériennes et à 

de la prophylaxie, notamment en pré et post opératoire. Cette utilisation est similaire pour les animaux 

de compagnie. Bien qu’interdit en France, de nombreux pays dans le monde continuent, en élevage, 

en agriculture ou en aquaculture, à utiliser des antibiotiques en prohylaxie par l’intermédaire de l’eau 

ou leur nourriture, afin de limiter les risques d’infection ou en métaphylaxie pour traiter tout un groupe 

présentant quelques individus malades (1999). En outre, et bien que cet usage soit controversé, les 

antibiotiques sont aussi utilisés comme facteur de croissance. Au lieu de traiter des individus malades 

ou à risque, les antibiotiques sont administrés sur de longues périodes de temps, dans des 

concentrations sous létales afin d’améliorer la production de viande. Le temps d’exposition dépend de 

l’organisme traité, que ce soit pour les plantes ou pour les animaux, il s’étend quasiment sur toute la 

durée de vie de ceux-ci. Ces conditions favorisent le développement et la propagation de résistances 

à l’intérieur des élevages (Collignon and McEwen 2019). Le rejet d’eaux usées contenant des résidus 

d’antibiotiques entraine aussi l’apparition de souches résistantes dans l’environnement et dans l’eau 

de rivières, qui sera ensuite bue par les animaux sauvages.  

Tous ces points provoquent une dispersion de souches résistantes dans notre environnement au lieu 

d’une localisation limitée au domaine hospitalier. C’est pourquoi il y a aujourd’hui le concept d’une 

seule santé appelée « One Health » où il faut agir sur plusieurs fronts et ne pas se limiter uniquement 

à des actions humaines (Figure 15). Avec cette notion d’une seule santé, l’utilisation d’antibiotiques 

comme facteurs de croissance dans les aliments pour animaux a été interdite au sein de l’union 

européenne en 2006 (IP/05/1687). Cela est récemment allé plus loin puisque depuis 2022, l’utilisation 

prophylactique d’antibiotique a aussi été interdite (UE 2019).  
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Figure 15 : Liens de la résistance aux antimicrobiens avec l'approche une seule santé (SantéCanada 2017). 

5. Mécanismes de résistances aux antibiotiques  

Les bactéries en tant que telles ne sont pas susceptibles ou résistantes de manière uniforme. Il existe 

certaines espèces bactériennes capables de résister naturellement à certains antibiotiques tandis que 

d’autres bactéries peuvent acquérir ces résistances à travers les différentes voies d’échange de 

matériel génétique (transformation, transposition et conjugaison) ou encore des mutations 

spontanées. Cette acquisition peut être temporaire ou permanente.  

Bien que nous ayons de nombreux antibiotiques disponibles pour le traitement d’infections, il existe 

des résistances connues pour chacun d’entre eux.  

L’étude des bactéries résistantes aux antibiotiques a permis de mieux comprendre les mécanismes de 

résistance qui ont été mis en place. On peut séparer ces mécanismes de résistance aux antibiotiques 

en quatre catégories : (1) la réduction de la perméabilité, (2) la modification de la cible, (3) 

l’inactivation de l’antibiotique et (4) l’efflux des molécules (Figure 16). 
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Figure 16 : Mécanismes généraux de la résistance aux antibiotiques 

5.1. Réduction de la perméabilité 

La structure et les fonctions de la couche de lipopolysaccharides (LPS) chez les bactéries à coloration 

Gram négative forment une barrière pour le passage de certains types de molécules. Cela donne à ces 

bactéries une résistance innée sur un large panel d’antibiotiques comme les β-lactamines et les 

fluoroquinolones (Pages 2004). Les mycobactéries ont une couche externe de la paroi riche en lipides, 

cette particularité facilite le passage des molécules hydrophobes mais rend aussi ce passage difficile 

pour les molécules hydrophiles (Lambert 2002). On note aussi que toutes les bactéries n’ayant pas de 

paroi comme les mycoplasmes sont aussi résistantes à tous les antibiotiques ciblant la paroi (Liu et al. 

2014).  

Pour que de petites molécules passent à travers la membrane, les bactéries ont des porines. Il existe 

deux façons pour limiter le passage des molécules : une diminution du nombre de porines ou des 

mutations qui augmentent la sélectivité de ces canaux (Kumar and Schweizer 2005). Les 

entérobactéries sont connues comme devenant de sensibilité diminuée voire résistantes aux 

carbapénèmes en diminuant ou en mutant leurs porines. Par exemple, chez E. cloacae, la résistance 

au méropénème est due à la disparation de porines (Cornaglia et al. 1996). Chez N. gonorrhoeae, des 

mutations sur le gène codant pour la porine ont été montrées comme étant responsables de la 

résistance aux β-lactamines et à la tétracycline (Gill et al. 1998).  

5.2. Modification de la cible  

S. aureus, une bactérie à coloration Gram positive, normalement sensible à la vancomycine, a mis en 

place des mécanismes de résistance comme la synthèse d’enzymes détruisant l’extrémité D-Ala-D-Ala 

du peptidoglycane auquel se lie la vancomycine ou encore en modifiant le dipeptide qui devient alors 

D-Ala-D-Ser (Miller, Munita, and Arias 2014). Il s’agit de l’un des mécanismes connus qui est impliqué 

dans la résistance à la vancomycine. Le génome de S. aureus peut aussi contenir un gène de résistance 
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appelé mecA qui code la protéine PBP2a, une nouvelle protéine liant les pénicillines (PLP). Cette 

protéine est plus résistante aux β-lactamides que la version native. Cette modification est responsable 

de la résistance à la méthicilline avec des fois, des résistances croisées à la streptomycine, la 

tétracycline et l’érythromycine (Grundmann et al. 2006).  

La modification des PLP est un mécanisme répandu chez les bactéries à coloration Gram positive. La 

présence d’une mutation dans les PLP induit une baisse de l’affinité des antibiotiques de la famille des 

β-lactamines. La résistance de E. faecium à l’ampicilline et celle de S. pneumoniae à la pénicilline est 

due à ce mécanisme (Kapoor, Saigal, and Elongavan 2017).  

Pour les antibiotiques ciblant les sous unités ribosomiques, l’apparition de résistances peut être causée 

par une modification des ribosomes, une méthylation via l’expression des méthylases codées par les 

gènes erm (Bactéries à coloration Gram positive) ou Arm (bactéries à coloration Gram négative) ou par 

une protection des ribosomes (Roberts 2004). 

Une modification de la structure de l’ADN gyrase ou de la topoisomérase IV dans la région QRDR, 

région fixant les quinolones, entraine une diminution ou élimine la capacité de l’antibiotique à 

s’associer (Redgrave et al. 2014).  

Pour la résistance aux molécules ciblant les voies métaboliques, ce sont des mutations au niveau du 

site actif d’enzymes (comme la dihydropteroate synthase ou la dihydrofolate reductase) impliquées 

dans la synthèse d’acide folique qui vont diminuer l’affinité de l’inhibiteur avec sa cible (Huovinen et 

al. 1995).  

5.3. Inactivation de l’antibiotique  

Les bactéries ont deux possibilités pour inactiver une molécule, soit entrainer sa dégradation, soit la 

modifier par l’ajout de groupement chimique.  

Les β-lactamases sont un large groupe d’hydrolases. Ces enzymes vont cibler les β-lactamines qu’elles 

vont hydrolyser. Le cycle aromatique des β-lactamines s’ouvre et empêche la fixation des molécules 

sur les PLP. Il existe des β-lactamases spécifiques pour tous les types de β-lactamines. Les pénicillinases 

vont dégrader uniquement les β-lactamines de la famille des pénicillines, les céphalosporinases 

dégradent les céphalosporines et les carbapénemases, les carbapénèmes. Plus récemment, des β-

lactamases à spectre étendu (BLSE) ont été découvertes. Elles confèrent une résistance croisée aux 

pénicillines, aux céphalosporines et à l’aztréonam (monobactame), mais pas aux carbapénèmes. Les 

gènes codant pour ces BLSEs sont portés par des plasmides qui codent pour d’autres résistances, ce 

qui rend ces bactéries multirésistantes (BMR). Les BLSE sont retrouvées principalement chez les 

entérobactéries mais également chez d’autres pathogènes à coloration Gram négative tels que 

P. aeruginosa et A. baumannii (Hakemi Vala et al. 2014; Bush and Jacoby 2010). 
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L’inactivation par modification chimique se fait par l’ajout de groupement acétyle, phosphoryle ou 

adényle. Il y a un grand nombre de transférases qui ont été identifiées. L’acétylation semble être le 

mécanisme le plus utilisé et est connu pour être utilisé contre les aminoglycosides, le chloramphénicol, 

les streptogramines et les fluoroquinolones. Le phosphorylation et l’adénylation sont principalement 

connues comme étant utilisées contre les aminoglycosides (Schwarz et al. 2004; Robicsek et al. 2006; 

Ramirez and Tolmasky 2010).  

5.4. Efflux des molécules 

Les bactéries possèdent des pompes à efflux, certaines constitutivement exprimées, d’autres induites 

ou surexprimées sous certains stimuli environnementaux. Ces pompes sont capables d’expulser un 

grand nombre de molécules. La plupart des bactéries possèdent de nombreuses pompes différentes. 

Il y a cinq grandes familles de pompes à efflux :  

- La famille des transporteurs ABC « ATP-binding cassette » : ils transportent des acides aminés, 

des ions, des polysaccharides, des protéines et des sucres. Chez V. cholerae, une pompe ABC 

(VceAB ) a été montrée comme étant impliquée dans la résistance d’antibiotiques (Colmer, 

Fralick, and Hamood 1998).  

- La famille des transporteurs MATE « multidrug and toxic compound extrusion » : cette famille 

utilise un gradient sodium pour transporter des cations, les fluoroquinolones et quelques 

aminoglycosides (Kuroda and Tsuchiya 2009).  

- La famille des transporteurs SMR « small multidrug resistance » : ils transportent des cations 

lipophiles. Ces pompes ont peu de substrats et donc peu d’antibiotiques ont été montrés 

comme étant transportés par celles-ci. On retrouve seulement quelques β-lactamines et 

aminoglycosides (Yerushalmi, Lebendiker, and Schuldiner 1995). 

- La famille des transporteurs MFS « major facilitator superfamily » : ils transportent des anions, 

des métabolites, des sucres et aussi certains antibiotiques tels que les macrolides et la 

tétracycline. Ces pompes ont la plus grande diversité de substrats avec différentes pompes 

laissant passer des antibiotiques spécifiques (Kumar, Mukherjee, and Varela 2013). 

- La famille des transporteurs RND « resistance-nodulation-cell division » : ils transportent des 

détergents, des colorants, des métaux lourds, des solvants et de nombreux autres substrats 

dont des nombreux antibiotiques. Certaines pompes vont être spécifiques à un antibiotique 

tandis que d’autres vont avoir un plus large panel de substrats. La pompe MexAB-OprM chez 

P. aeruginosa confère une résistance aux β-lactamines, au chloramphénicol, à la tétracycline, 

au triméthoprim, au sulfamethoxazole et à certaines fluorquinolones (Li, Nikaido, and Poole 

1995).  
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5.5. Autres : Formation de biofilms 

La formation de biofilms peut protéger les bactéries contre l’action des antiseptiques et antibiotiques. 

La matrice des biofilms contient des polysaccharides, des protéines et de l’ADN bactérien. Cette 

matrice empêche la pénétration des antimicrobiens dans le biofilm et donc d’atteindre les bactéries. 

Pour rendre l’efficacité aux antibiotiques, il est nécessaire de détruire le biofilm. De plus, les bactéries 

à l’intérieur de ces biofilms ont un métabolisme ralenti rendant les antibiotiques ciblant les cellules en 

croissance ou se divisant inefficacent. Un autre aspect des biofilms à prendre en considération dans 

l’antibiorésistance est le transfert de gènes qui est facilité dû à la proximité des bactéries. Il peut donc 

y avoir un échange des gènes de résistance dans la communauté bactérienne (Mah 2012; Soto 2013; 

Van Acker, Van Dijck, and Coenye 2014).  

6. Quel futur pour le traitement des infections ?  

Après « l'âge d'or des antibiotiques », l’ensemble des acteurs pharmaceutiques ont été confrontés à 

des défis scientifiques majeurs pour la mise au point de nouveaux antibiotiques, notamment en ce qui 

concerne les bactéries à coloration Gram négative. De plus, les industries pharmaceutiques ont perdu 

l’intérêt pour ce secteur qui ne promettait pas une croissance importante du marché et des bénéfices. 

Le ralentissement de la recherche de nouveaux antibiotiques naturels a aussi été accompagné par une 

augmentation de criblage haut débit pour découvrir des molécules synthétiques mais la plupart de ces 

recherches ont été sans succès. Par exemple, la compagnie GlaxoSmithKline (GSK) a effectué 70 

criblages haut débit entre 1995 et 2001 pour obtenir seulement 5 candidats potentiels (Payne et al. 

2007). Ce désintérêt des grandes sociétés pharmaceutiques a suscité des inquiétudes parmi la 

communauté scientifique et les pouvoirs publiques (Cars 2014).  

Depuis les années 2000, une seule nouvelle classe d’antibiotiques a été commercialisée : les 

diaryquinolines. Il existe actuellement un seul membre, la bedaquiline qui est utilisée dans le 

traitement contre des souches de Mycobacterium tuberculosis multi-résistantes. 

En 2022, l’OMS a publié un rapport sur le développement de nouvelles molécules thérapeutiques. Ils 

ont recensé en essai clinique 45 antibiotiques en combinaison avec une nouvelle entité et 32 nouveaux 

agents antibactériens non traditionnels. Sur les 45 antibiotiques, 27 sont actifs contre les pathogènes 

prioritaires de l’OMS mais seulement 2 sont actifs contre les bactéries Gram-négatives multi 

résistantes. Dans les combinaisons testées, on retrouve notamment des β-lactamines combinées avec 

des inhibiteurs de β-lactamases (WHO 2022).  

Depuis le 1er juillet 2017, seulement 17 nouveaux antibiotiques ont été approuvés par la FDA « Food 

and Drug Administration » ou l’EMA (agence européenne des médicaments). Sur ces nouveaux 

médicaments approuvés, 80 % appartiennent à des classes d’antibiotiques déjà existantes et 
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présentent des risques importants de développement de résistances croisées. Les développeurs de 

nouveaux médicaments sont principalement des PME (petites et moyennes entreprises) réparties 

mondialement avec cependant une majorité en Europe (50,4 %) et en Amérique (37,2 %). Dans les 

agents non traditionnels développés, on retrouve des bactériophages, des inhibiteurs de virulence, des 

composés immunomodulateurs, des agents potentialisateurs et des peptides antimicrobiens. De nos 

jours, le développement s’effectue sur un spectre d’efficacité très restreint puisque 43,8 % des 

molécules ciblent un seul agent pathogène Concernant les nouveaux agents bactériens non 

traditionnels, on retrouve 6 anticorps, 9 issues de bactériophages, 11 modulateurs du microbiome, 2 

immunomodulateur et 6 agents divers (Figure 17) (WHO 2022). 

 

Figure 17 : Catégories des antibiotiques non traditionnels en essai clinique (WHO 2022). 

Les bactériophages sont des virus qui vont infecter et se répliquer dans les bactéries. Il y a deux options 

dans la thérapie utilisant les bactériophages, soit utiliser les lysines produites qui sont capables de 

dégrader la paroi bactérienne, soit utiliser un cocktail de phages spécifiques pour un pathogène ou 

avec un spectre plus étendu. Depuis leur découverte en 1915, les bactériophages ont été utilisés pour 

traiter des infections par l’Europe centrale, la France et l’ancienne union soviétique (Summers 2012). 

En France, leur utilisation est très contrôlée et ils ne peuvent être utilisés qu’avec une ATUn 

(Autorisation Temporaires d’Utilisation nominative) mais en Russie ou en Géorgie, leur utilisation dans 

le traitement d’infections causées par K. pneumoniae est courante (Sulakvelidze, Alavidze, and Morris 

2001).  

Une autre stratégie actuellement développée est l’antivirulence, ce concept se base sur l’inhibition de 

facteurs de virulence bactériens plutôt que sur un effet bactéricide. Sans cette pression, il est possible 

que le développement de résistances soit fortement réduit. Les molécules antivirulentes ciblent 

généralement des toxines ou des protéines impliquées dans l’adhésion, la formation de biofilms, la 

sécrétion de toxines ou la détection du quorum (Cegelski et al. 2008). Chez E. coli, l’adhésine FimH, 
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présente dans les pili, est une cible utilisée pour inhiber l’adhésion des bactéries et la formation de 

biofilms. Des mannosides biphényles ont été identifiés comme inhibiteurs de FimH et sont capables de 

réduire l’adhésion des bactéries sur l’épithélium de la vessie chez la souris (Cusumano et al. 2011). 

Certaines de ces molécules antivirulentes sont des anticorps. Par exemple, l’anticorps AR-301 est en 

développement pour le traitement d’infections par S. aureus car il cible les α-toxines secrétées et 

permet ainsi de protéger les cellules impliquées dans la réponse immunitaire ('AR-301 

(Tosatoxumab)')('AR-301 (Tosatoxumab)')(249). L’anticorps monoclonal bezlotoxumab se fixe sur la 

toxine B de C. difficile et a été approuvé en 2016 pour une utilisation thérapeutique (Wilcox et al. 2017). 

De manière complémentaire, en plus de l’inhibition directe des toxines, il y a aussi des études sur 

l’inhibition des systèmes de sécrétion des toxines comme le système de sécrétion de type III présent 

sur les bactéries à coloration Gram négative. Les anticorps KB001 et MEDI3902 sont en phase 2 des 

tests cliniques et ciblent la protéine PcrV de ce système de sécrétion (Milla et al. 2014; DiGiandomenico 

et al. 2014). Les molécules impliquées dans la communication entre bactéries sont aussi considérées 

comme des facteurs de virulence puisqu’une grande concentration de ces signaux va avoir un impact 

sur la formation de biofilm, sur la motilité et la sécrétion d’enzymes capable de dégrader l’hôte. Chez 

P. aeruginosa une de ces molécules est la PQS « Pseudomonas Quinolone Signal ». Sa synthèse est 

effectuée grâce à un groupe d’enzyme appelé PqsABCDEH et l’inhibition de PsqD permet la réduction 

de la formation de biofilms (Storz et al. 2012).  

Il existe de nombreux peptides antimicrobiens naturels (Rima et al. 2021) en développement 

actuellement dont la teixobactine. Il s’agit d’un inhibiteur de la paroi découvert chez Eleftheria terrae 

qui est efficace contre S. aureus, S. pyogenes, S. agalactiae, B. anthracis, C. difficile, P. acnes et 

M. tuberculosis. Il est aussi efficace sur des souches résistantes de S.  aureus, E. faecalis, E. faecium et 

S. pneumoniae. Des premiers tests ont montré que la teixobactine n’était pas toxique sur des cellules 

NIH et HepG2 à une concentration bien supérieure à la dose inhibitrice déterminée sur les bactéries. 

De plus, en présence d’une concentration faible, sur une période de 27 jours, S. aureus n’a pas 

développé de résistance au peptide. Néanmoins, la teixobactine n’est pas efficace sur les bactéries à 

coloration Gram négative (Ling et al. 2015). Malgré cela, ce peptide reste un candidat très prometteur 

en tant que nouvel antibiotique. Un autre peptide en développement est la darabactine. Identifié chez 

Phostorhabdus khanii, il s’agit d’un inhibiteur de BamA, une chaperonne et translocatrice qui s’occupe 

du repliement des protéines présentes sur la membrane externe. Ce peptide est efficace sur des 

bactéries à coloration Gram négative telles que P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli, S. typhimurium, 

M. catarrhalis ou encore A. baumannii. Ce peptide a aussi l’avantage de ne pas être toxique pour les 

cellules HepG2, FaDu et HEK293 ainsi que sur le microbiote (même les bactéries à coloration Gram 

négative tel que les Bacteroides). Bien que prometteur, des mutations sur le gène de bamA entrainent 

l’apparition de résistance à la darabactine. Une étude sur E. coli a montré qu’après seulement trois 
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jours de passage, la concentration minimale inhibitrice augmente (Imai et al. 2019). Les SNAPPs 

(polymère de peptides antimicrobiens) sont aussi une piste explorée actuellement car ils sont efficaces 

contre des infections induites par A. baumannii tout en étant non toxiques pour l’hôte (Lam et al. 2016). 

L’un des médicaments récemment approuvé est l’irresistin-16, cette molécule est à large spectre 

agissant sur les bactéries à coloration Gram négative et positive. Elle impacte l’intégrité de la 

membrane bactérienne ainsi que la synthèse d’acide folique (Martin et al. 2020).  

Toutes ces pistes de recherche montrent que le développement d’antimicrobiens est à nouveau en 

plein essor. Néanmoins, de nouvelles cibles suivant des stratégies thérapeutiques innovantes restent 

encore à explorer. Les nouvelles molécules doivent être spécifiques des cibles d’origines bactériennes 

afin d’éviter une toxicité chez l’hôte. Le développement de stratégies avec un mode d’action indirect 

permettrait de limiter un développement rapide de résistances en diminuant la pression pour leur 

développement.  

C’est dans ce contexte que s’inscrit mon projet de thèse et que nous proposons Mfd, une protéine 

conservée, comme cible pour le développement de nouvelles molécules antimicrobiennes. Étant non 

essentielle à la survie bactérienne, son inhibition ne tuerait pas directement les bactéries mais 

diminuerait leur résistance au système immunitaire au site de l’inflammation.  
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Partie 1 : Étude de Mfd dans la virulence de B. cereus 

 Résumé article 1 

B. cereus est le second agent responsable de TIAC en Europe. Par ailleurs, certaines souches induisent 

des infections locales ou systémiques graves qui peuvent parfois entrainer la mort chez des patients 

immunodéprimés ou des nouveau-nés. La pathogénicité des souches B. cereus varie énormément, de 

non pathogènes à fortement virulentes. De nombreux facteurs ont été identifiés comme CytK, Nhe, 

Hbl, InhA1, CwpFM ou encore Mfd qui contribuent à la virulence des souches. Mfd est impliquée dans 

la résistance de B. cereus au stress nitrique produit lors de la réponse immunitaire. En effet, Mfd 

permet la réparation des dommages de l’ADN causés par ce stress et de ce fait favorise la survie de 

B. cereus. Mfd est une protéine ubiquitaire dont la structure 3D est connue. Elle comprend huit 

domaines structuraux et cinq modules fonctionnels. Mfd a été décrite chez plusieurs modèles 

bactériens comme étant impliquée dans la réparation de l’ADN, dans la mutagénèse, dans la régulation 

de la transcription et dans la virulence bactérienne. 

Mon premier objectif a consisté à étudier le lien entre la séquence, la structure et le rôle de Mfd dans 

la virulence de B. cereus. Pour cela, j’ai comparé la séquence protéique des Mfd d’une collection de 22 

souches de B. cereus : 10 souches environnementales (n’ayant pas engendré de pathologies) et 12 

souches cliniques (issues de patients infectés). Dans les 22 souches, Mfd présente une séquence de 

1150 acides aminés sans aucune insertion ou délétion. Il existe 57 différences d’acides aminés entre 

ces 22 Mfd, ce qui correspond à un ratio de différences de 0,048.  

Basé sur ces différences de séquences, nous avons établi un alignement MAFFT qui permet de classer 

les séquences protéiques selon leur degré d’identité. À partir de ce classement, nous avons observé 

que les Mfd se classent en deux groupes. De manière intéressante, ces 2 groupes de Mfd 

correspondent aux deux types de souches : environnementales d’un côté et cliniques de l’autre. Ce 

regroupement des souches suggère qu’il y aurait une corrélation entre la séquence de Mfd et la 

virulence d’une souche.  

Afin d’étudier cette hypothèse, je me suis intéressée aux deux souches dont les Mfd sont les plus 

éloignées : la souche S50 (environnementale) et la souche S53 (clinique). Les Mfd de ces deux souches 

présentent 98 % d’identité avec seulement 28 différences entre leurs séquences. Pour savoir si cette 

différence de séquence pourrait induire une différence dans la virulence, j’ai construit plusieurs 

mutants de B. cereus. J’ai tout d’abord utilisé la souche de référence du laboratoire, Bc407 et son 

mutant Bc407∆mfd. Dans ce dernier, j’ai complémenté le gène mfd absent par le gène mfd issu soit de 

la souche S50, soit de la souche S53. Par ailleurs j’ai construit les mutants ∆mfd des souches S50 et S53 

que j’ai ensuite complémentés avec le gène mfd à nouveau des souches S50 ou S53. 
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Pour tester l’impact de ces mutations et complémentations, j’ai utilisé le modèle insecte B. eri qui est 

sensible aux infections par B. cereus. J’ai montré que la souche S50 est moins virulente que la souche 

clinique S53 pour l’insecte. Puis j’ai montré que pour la souche virulente S53, la délétion de mfd 

entraine une perte de virulence par rapport à la souche sauvage, suggérant un rôle important de Mfd 

dans la virulence de cette souche. La complémentation de mfd de la souche mutante de S53 restaure 

partiellement le phénotype de la souche sauvage. Dans la souche Bc407 ∆mfd qui est atténuée dans 

sa virulence par rapport à la souche sauvage, la complémentation par mfd de S50 ne restaure pas la 

virulence de la souche, alors que la complémentation par mfd de S53 redonne à la souche sa capacité 

à tuer les insectes. Ainsi, mfd de la souche S53 est suffisant pour conférer la virulence de B. cereus, 

contrairement à mfd de la souche S50. Il y a donc un lien entre la séquence de mfd et son implication 

dans la virulence. 

En collaboration avec l’unité Maiage, une étude in silico plus approfondie des séquences des Mfd des 

souches S50 et S53 a permis d’identifier quatre différences qui pourraient potentiellement être à 

l’origine d’une différence structurale entre les Mfd. Deux de ces quatre différences se trouvent au 

niveau du domaine D2 et pourraient entrainer une modification conformationnelle de la protéine 

tandis que les deux autres se trouvant sur les domaines D5 et D6 pourraient provoquer un changement 

d’activité de la protéine. Pour étudier ces différences, j’ai fait une complémentation de la souche S53 

Δmfd avec une séquence modifiée de son gène mfd au niveau de ces 4 acides aminés (modifications 

correspondant aux acides aminés retrouvés dans la Mfd de la souche S50). Nos résultats préliminaires 

suggèrent que cette souche est aussi virulente que la souche sauvage S53 et que cette Mfd mutée est 

donc toujours fonctionnelle. Il ne semblerait pas que ces mutations soient, seules, à l’origine de la 

différence de virulence entre les souches S50 et S53.  

À l’issue de cette étude, nous avons pu montrer qu’il y a bien une virulence liée à Mfd et que cette 

virulence varie de souche à souche. L’impact de Mfd sur la virulence ne s’explique pas simplement par 

une absence ou une présence du gène mais il semblerait qu’il s’agisse d’un système plus complexe lié 

à sa séquence et donc peut-être à sa structure et/ou à son activité. Nous savons que Mfd est impliquée 

dans de nombreux processus cellulaires, c’est pourquoi une modification de sa conformation ou de 

son activité pourrait avoir des conséquences sur la résistance au système immunitaire via la réparation 

de l’ADN ou encore sur l’expression de facteurs de virulence via son rôle dans la transcription. Mfd 

étant une protéine ubiquitaire, l’étude de sa compréhension ne servirait pas uniquement à la lutte 

contre B. cereus mais sur un large panel de bactéries. Mfd pourrait être un facteur global de virulence 

et la compréhension de la relation séquence/virulence d’une souche est un outil important dans la 

lutte contre les infections bactériennes et la détection de souches virulentes.  
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 Article 1: The sequence and structure of the Mfd protein dictates its role during 

virulence  

Soumission prochaine à Microorganisms 
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 Étude complémentaire sur le rôle de Mfd en réponse à divers processus 

cellulaires  

Lors de ma thèse, j’ai eu l’opportunité de partir deux mois en Allemagne, à Tübingen, au sein de l’unité 

« Microbiome-Host-Interactions » de Lisa Maier qui étudie le microbiome dans différentes conditions 

de stress qu’il peut rencontrer. Grâce à une plateforme automatisée et à haut débit, ils sont capables 

de tester des librairies de molécules afin de mesurer leur impact sur différentes espèces et 

communautés bactériennes retrouvées dans le microbiome humain.  

Avec cette collaboration, j’ai eu l’opportunité de tester 21 composés pour voir leur impact sur la 

croissance bactérienne de souches sauvage ou mutante pour mfd. Parmi les composés testés, 13 ont 

été sélectionnés pour leur capacité à induire des dommages sur l’ADN et les 8 restants sont des 

molécules utilisées dans différents traitements de maladies humaines et pour lesquels l’équipe de Lisa 

Maier a observé un impact sur la croissance bactérienne. J’ai cherché à observer l’implication de Mfd 

dans la réponse bactérienne dans différents types de stress. Grâce à leur plateforme automatisée, j’ai 

pu effectuer ces tests en condition aérobie et anaérobie.  

Expérimentalement, j’ai utilisé K. pneumoniae et son mutant pour mfd, notre souche de laboratoire 

de B. cereus Bc407 et son mutant ∆mfd, la souche clinique de B. cereus S53 et son mutant et enfin la 

souche environnementale S50 a été rajoutée pour voir si S53 Δmfd présente des résultats similaires à 

celle-ci. En condition anaérobie, j’ai aussi rajouté la souche E. coli UTI89 comme contrôle puisqu’elle 

est utilisée dans les tests du laboratoire. Des plaques 96 puits ont été préparées en amont contenant 

50 µL de LB dans lesquels les composés sont dilués pour obtenir une gamme de concentration finale à 

160 ; 80 ; 40 ; 20 ; 10 ; 5 ; 2,5 et 1,25 µM et avec une ligne contrôle dans chacune des plaques 

contenant 1 % de DMSO ou de H2O final selon les milieux de re-suspension utilisés pour les composés. 

Ces plaques sont conservées à -20 °C jusqu’à leur utilisation. Que ce soit en condition aérobie ou 

anaérobie, je suis partie d’une culture de nuit qui est diluée à DO = 0,04 en milieu LB où 50 µL sont 

ajoutés dans chaque puits des plaques 96 puits préparées précédemment. En condition aérobie, les 

plaques ont été incubées à 37 °C pendant 24 h dans un TECAN prenant des mesures d’absorbance 

toutes les heures. En condition anaérobie, les plaques ont été placées dans un lecteur de plaque 

pouvant contenir jusqu’à 18 plaques en même temps. Celles-ci ont aussi été incubées pendant 24 h à 

37 °C avec une mesure de l’absorbance toutes les heures. Les analyses ont été effectuées sur R afin de 

calculer les concentrations inhibant différents pourcentages de la croissance. Pour ces analyses, 

seulement les sept premières heures de croissance ont été sélectionnées et je vais présenter les 

résultats pour une inhibition moyenne (50 % de la croissance) et une inhibition forte (90 % de la 

croissance).  



 

98 
 

En condition aérobie, pour 50 % d’inhibition (Figure 18), on voit que la souche Bc407 Δmfd est plus 

sensible que la souche sauvage à l’étoposide, le clomiphène, la streptozotocine et la phléomycine. À 

l’opposé, la souche sauvage est plus sensible à la félopidine. L’étoposide, la phléomycine et la 

streptozotine entrainent des dommages sur l’ADN tandis que le clomiphène et la félodine sont utilisés 

dans le traitement de l’infertilité chez la femme et de l’hypertension respectivement. Néanmoins, 

aucune de ces différences n’est significative. Pour K. pneumoniae, la seule différence notable se trouve 

lors d’une exposition au NQO, un composé induisant la production d’espèces réactives de l’oxygène. 

Le mutant est plus sensible que la souche sauvage mais encore une fois, cela n’est pas significatif. 

Lorsque l’on s’intéresse à 90 % d’inhibition, on ne retrouve aucune différence entre notre souche 

sauvage et mutante (Figure 19). Entre les souches S50 et S53, nous retrouvons des différences 

d’inhibition mais cela ne corrèle pas avec les résultats obtenus entre Bc407 sauvage et Bc407 Δmfd.  

En condition anaérobie, pour 50 % d’inhibition (Figure 20), il n’y a aucune différence entre la souche 

S53 et le mutant S53 Δmfd. Entre la souche Bc407 sauvage et la souche Bc407 Δmfd, on peut voir que 

le mutant semble plus sensible au nitrofurazone, au clomiphène, à l’étoposide et à la félopidine. La 

seule différence qui pourrait être significative est celle au nitrofurazone, un antibiotique entraînant la 

production de NO (oxyde nitrique) et de dommages sur l’ADN. Néanmoins, cette différence n’est pas 

retrouvée pour la souche S53 et K. pneumoniae. Entre K. pneumoniae sauvage et mutant, il y a une 

différence de MIC pour la streptozotocine, le NQO et la floxuridine mais cette différence est trop légère 

pour être significative. À 90 % d’inhibition (Figure 21), le mutant de la souche S53 est plus sensible à 

l’ofloxacine, à la diacerine, à l’acide nalidixic, et au NQO. Seule la différence à l’ofloxacine, un 

antibiotique de la famille des fluoroquinoles, pourrait être significative mais cela est difficile à juger 

avec les résultats actuels puisque l’on ne trouve pas cette différence à des concentrations d’inhibition 

plus basses, la valeur de la MIC étant en dessous de la gamme utilisée. Contrairement à ce qu’on a pu 

voir précédemment, cette fois-ci nous avons une souche mutante de mfd qui est moins sensible au 

clomiphène que la souche sauvage. Alors que nous avons observé ce résultat chez la souche S53, c’est 

le contraire chez Bc407 où le mutant reste toujours plus faible. L’effet du clomiphène, bien que 

prometteur, semble être souche- dépendant chez B. cereus. Pour S53 comme pour Bc407, les souches 

sauvages sont plus sensibles au tiratricol, un médicament utilisé dans le traitement de cancer de la 

tyroïde, que la souche mutante. Néanmoins, aucun impact du tiratricol n’a été observé à des 

pourcentages d’inhibition inférieurs alors que le calcul d’une MIC a pu être effectué. Pour Bt407, on 

peut voir que le mutant est plus sensible la floxuridine, ce que nous ne pouvions pas observer 

précédemment car la MIC est en dessous de notre gamme à 50 % d’inhibition. Dans le cas opposé, 

nous avons la ciprofloxacine pour laquelle la souche sauvage est plus sensible que la souche mutante 

pour Bc407 et K. pneumoniae. Lorsque l’on s’intéresse à K. pneumoniae, aucune des différences 

calculées n’est assez importante pour être significative. En condition anaérobie, nous avions aussi testé 
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sur deux composés qui semblaient les plus prometteurs, l’impact du NM102 sur la croissance de 

K. pneumoniae. Nous avons sélectionné le NQO et la streptozocine mais pour chacun, aucune action 

du NM102 n’a été observée.  

À l’issue de l’analyse de ces résultats, on peut voir que certains composés ressortent comme ayant 

potentiellement un impact sur la croissance liée à la présence de Mfd. Néanmoins, cet impact est la 

plupart du temps trop faible pour être significatif. Même si j’ai pu voir des différences dans les MIC en 

condition anaérobie, cette expérience pourrait être améliorée avec l’utilisation d’un milieu plus 

approprié que le LB pour la croissance en anaérobie.  

Dans les rares cas où nous avons des différences qui sont significatives, cela semble être spécifique à 

une souche. Il aurait été intéressant de poursuivre les études sur quelques-uns de ces composés 

comme le NQO, le nitrofurazone (qui a montré des résultats intéressants mais non significatifs à 10 %, 

25 %, 50 %, et 75 % d’inhibition en condition anaérobie) ou encore le clomiphène. L’ofloxacine et la 

floxuridine, qui sont respectivement un antibiotique de la famille des fluoroquinolones et une 

molécule utilisée dans le traitement de cancers en inhibant la synthèse d’ADN et d’ARN, pourraient 

être prometteurs en utilisant une gamme de concentration allant plus bas. 

Malheureusement, par manque de temps en Allemagne, je n’ai pas pu poursuivre cette étude. 

Néanmoins, j’ai eu l’opportunité d’apprendre de nouvelles techniques dans le criblage à haut débit de 

molécules avec l’utilisation d’un robot capable de contenir plusieurs plaques 96 puits en même temps 

et d’effectuer les mesures d’absorbance pour chacune. J’ai eu aussi l’opportunité d’apprendre à 

travailler en conditions anaérobies qui était quelque chose que je n’avais pas encore eu la possibilité 

d’effectuer auparavant. Ce fut une expérience enrichissante scientifiquement parlant mais aussi 

humainement parlant avec la rencontre et l’échange de savoirs et de culture.  
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Figure 18 : CMI calculée pour obtenir 50 % d'inhibition de la croissance en condition aérobie (> : CMI supérieure à ; = CMI 
calculée ; < CMI  inférieure au minimum de la gamme).  
Les CMI sont calculées en µM et N = 3. 
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Figure 19 : CMI calculée pour obtenir 90 % d'inhibition de la croissance en condition aérobie (> : CMI supérieure à ; = CMI 
calculée ; < CMI inférieure au minimum de la gamme).  
Les CMI sont calculées en µM et N = 3. 
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Figure 20 : CMI calculée pour obtenir 50 % d'inhibition de la croissance en condition anaérobie (> : CMI supérieure à ; = CMI 
calculée ; < CMI inférieure au minimum de la gamme).  
Les CMI sont calculées en µM et N = 3. 
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Figure 21 : CMI calculée pour obtenir 90 % d'inhibition de la croissance en condition anaérobie (> : CMI supérieure à ; = CMI 
calculée ; < CMI inférieure au minimum de la gamme).  
Les CMI sont calculées en µM et N = 3 
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Partie 2 : Mfd en tant que cible pour le développement de nouveaux 

antimicrobiens 

 Résumé article 2 

La lutte contre les infections bactériennes est redevenue un challenge avec l’émergence et la 

propagation de souches résistantes aux antibiotiques actuellement utilisés. A l’heure actuelle, 700 000 

personnes décèdent d’infections causées par des bactéries résistantes et ce nombre pourrait passer à 

10 millions d’ici 2050, devenant alors la première cause de mortalité dans le monde. Un groupe de 

bactéries, appelé ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp), est constitué des bactéries 

considérées par l’OMS comme présentant une menace majeure et pour lesquelles il est urgent de 

développer de nouveaux antibiotiques. 

Avec cette crise en cours, la recherche et le développement d’antibiotiques ont eu un regain d’intérêt 

ces dernières années. De nombreuses pistes dans le développement de nouvelles solutions 

thérapeutiques restent encore à explorer. Dans l’article qui va suivre, nous nous sommes intéressés à 

une nouvelle cible innovante : la protéine Mfd. Cette protéine est non essentielle, ubiquitaire, 

conservée et absente chez les eucaryotes et est impliquée dans la réparation de l’ADN, la mutagénèse 

ou encore la transcription. Des études réalisées dans notre équipe ont montré que Mfd était impliquée 

dans la virulence de B. cereus et S. flexneri en conférant une résistance au stress nitrique généré lors 

de la réponse immunitaire. De plus, Mfd a été associée au développement de résistances via son rôle 

dans la mutagénèse. Une molécule inhibant Mfd ne serait pas bactéricide mais limiterait la capacité 

des bactéries à résister au système immunitaire et à développer des résistances aux antibiotiques. 

Etant donné que notre stratégie thérapeutique repose sur la réponse immunitaire, l’action du 

composé serait spécifique au site de l’inflammation. Cela réduirait la pression pour le développement 

de résistances et ne toucherait pas les bactéries du microbiome si celui-ci n’est pas le lieu 

d’inflammation. 

Avant mon arrivée au laboratoire, afin de trouver un inhibiteur de Mfd, l’équipe a effectué un criblage 

à haut débit in silico au niveau de la poche ATPase de Mfd pour identifier des molécules qui pourraient 

rentrer en compétition avec l’ATP et donc bloquer l’activité de la protéine. Un modèle 3D de Mfd 

d’E. coli a été utilisé pour cribler une bibliothèque contenant 4,8 millions de composés. 95 molécules 

ont été sélectionnées comme potentiels inhibiteurs et l’étude de leur impact sur l’activité de Mfd a été 

poursuivie in vitro. Le taux d’inhibition a été mesuré sur une Mfd de E. coli grâce à un test ATPase et 

une gamme d’inhibition entre 10 % et 85 % a été obtenu. Une dose réponse a été réalisée sur le 

meilleur inhibiteur, appelé NM102, qui présente un IC50 à 29 µM et un Ki à 27 µM. Par ailleurs, l’effet 
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de la molécule est spécifique à Mfd puisqu’elle n’inhibe pas l’activité ATPase de la protéine eucaryote 

yUpf1. 

Une étude in silico menée en parallèle a montré que le NM102 est capable de se positionner dans les 

poches ATPase des bactéries du groupe ESKAPE et que l’énergie de liaison nécessaire est plus faible 

que celle de l’ATP. L’affinité du NM102 pour se placer dans la poche ATPase de Mfd est donc plus 

importante que l’ATP. Cela suggère que le NM102 pourrait être un inhibiteur universel de Mfd.  

Mfd, en absence de stress, est non essentielle à la survie de la bactérie. Le NM102 a été montré comme 

ne présentant pas d’activité antimicrobienne sur K. pneumoniae et P. aeruginosa, deux membres du 

groupe ESKAPE. Pour mesurer l’efficacité du NM102, il faut donc mimer les conditions dans lesquelles 

la protéine devient nécessaire. Pour cela nous avons effectué un stress nitrique in vitro dans lequel 

Mfd joue un rôle majeur. La molécule entraine une forte inhibition de la survie de K. pneumoniae en 

condition de stress avec une IC50 à 7.5 µM. Le NM102 est aussi capable d’inhiber la survie d’E. coli et 

de P. aeruginosa mais nécessite des doses plus fortes avec de IC50 calculées respectivement à 61,2 µM 

et 94,2 µM. Cette efficacité en condition de stress est aussi visible sur des souches cliniques résistantes 

aux antibiotiques de K. pneumoniae même si cela nécessite une dose plus forte par rapport à une 

souche sensible. Ces tests in vitro ont permis de montrer que le NM102 est capable d’agir sur des 

bactéries à coloration Gram négative et que cela inclut même des bactéries résistantes difficiles à 

traiter.  

Dans ce projet, je me suis occupée de tester l’activité du NM102 par des tests in vivo en utilisant des 

larves d’insectes Bombyx eri. J’ai mis en place le modèle d’infection avec P. aeruginosa et testé 

différents schémas de traitements afin de déterminer lequel était le plus efficace. Le NM102 étant une 

molécule très peu soluble, son milieu de re-suspension est le DMSO qui est toxique et qui aggrave les 

infections. Cela a entrainé une limitation dans la quantité de NM102 injectable dans les larves. Afin de 

contrer la limitation induite par la présence du DMSO et maximiser nos chances d’obtenir une efficacité 

de la molécule, j’ai mis en place un traitement impliquant deux rappels après infection. En suivant ce 

schéma de traitement, j’ai pu voir que les insectes infectés par P. aeruginosa et traités avec le NM102 

contiennent significativement moins de bactéries que les insectes non traités. J’ai pu aussi confirmer 

que la cible du NM102 était bien Mfd puisque le traitement n’a aucun effet sur la quantité de bactéries 

retrouvée dans les insectes infectés avec la souche de P. aeruginosa Δmfd. Le NM102 présente donc 

bien une efficacité in vivo qui est spécifique à la présence de Mfd.  

Pour tester l’efficacité du NM102 in vivo dans un modèle murin, il a fallu trouver une solution au 

problème du DMSO. L’alternative choisie a été l’établissement d’une nanoformulation de NM102 par 

sonication de PLGA (poly(D-L lactide-co-glycolide)) en présence de NM102, en collaboration avec 

l’institut Galien. Dans sa nanoformulation le NM102 est capable de se re-suspendre dans un milieu 

aqueux et peut donc être injecté dans la souris. Le traitement au NM102 dans des souris infectées avec 
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K. pneumoniae a induit une diminution de la charge bactérienne dans les poumons. Lorsque l’on 

compare l’efficacité du NM102 avec le méropénème, un antibiotique couramment utilisé, nous 

observons une efficacité similaire à une concentration moins importante. L’efficacité du méropénème 

est visible à 10 mg/kg tandis que pour le NM102 celle-ci est visible à 6 mg/kg. Nous avons pu voir aussi 

que comme pour les insectes, cette efficacité est spécifique à une inhibition de Mfd puisqu’une 

infection réalisée avec un mutant ∆mfd et traitée avec le NM102 n’induit pas de diminution de la 

charge bactérienne dans les poumons. Lors de tests sur une souche résistante de K. pneumoniae, celle-

ci est aussi sensible à un traitement au NM102 alors qu’elle est résistante au traitement avec le 

méropénème. Sur P. aeruginosa, on observe un effet synergique avec un traitement combiné de 

NM102 et méropénème. En conclusion, le NM102 est efficace contre K. pneumoniae et P. aeruginosa 

et il peut aussi être utilisé dans un traitement en combinaison avec un autre antibiotique pour 

améliorer son efficacité.  

En plus de mon rôle dans l’établissement d’un modèle insecte et les tests d’efficacité qui ont suivis, j’ai 

aussi été impliquée dans la caractérisation des souches sensibles et résistantes aux antibiotiques 

utilisées dans cette étude en réalisant les CMI pour chacune d’entre elles (Supp Table2). 

En parallèle des tests d’efficacité, des tests de toxicité sur cellules ont été effectués, ainsi qu’une étude 

sur l’impact du NM102 sur le microbiome en collaboration avec l’équipe allemande de Lisa Maier. Les 

résultats indiquent que le NM102 n’a pas d’effet toxique sur l’hôte et son microbiote.  

Pour finir, nous avons mis en évidence que le NM102 diminue la fréquence de mutations de E. coli et 

réduit la vitesse d’apparition de résistances à la rifampicine et la streptomycine. Le NM102 permet 

donc d’inhiber le rôle de Mfd dans la mutagénèse. 

En conclusion, nous avons montré que Mfd est une nouvelle cible prometteuse pour le développement 

de nouveaux antibiotiques avec un mode de fonctionnement innovant. En effet, nous avons développé 

une stratégie d’antivirulence qui n’entraine pas d’inhibition de la croissance bactérienne ou qui n’est 

pas bactéricide. Nous inhibons la capacité des bactéries à échapper au système immunitaire de l’hôte. 

De cette façon, en ciblant une protéine non essentielle, nous diminuons la pression pour le 

développement de résistances et l’impact d’un traitement sur les microbiomes de l’hôte. Par le choix 

de notre cible, nous avons aussi la particularité de pouvoir potentiellement toucher un large panel de 

bactérie étant donné que Mfd est ubiquitaire et conservée, ce qui est rare pour de l’antivirulence. De 

plus, nous n’avons pas seulement un impact sur la survie bactérienne mais aussi sur le développement 

de résistances. Cela veut dire qu’un inhibiteur de Mfd, en traitement seul ou combiné, permettrait de 

limiter l’apparition de nouvelles souches résistantes.  
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 Article 2 : An anti-virulence drug targeting the evolvability protein Mfd protects 

against infections with antimicrobial resistant ESKAPE pathogens 

En révision pour Cell Host and Microbes
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2.1. Résultats complémentaires 

Depuis l’étude de la molécule NM102 en tant qu’inhibiteur, nous essayons d’optimiser celle-ci 

chimiquement afin d’en augmenter l’efficacité, la solubilité ou améliorer le rendement d’encapsulation 

dans les nanoformulations.  

Pour cela, une librairie de 80 analogues présentant des similarités structurales avec le NM102 nous a 

été fournie par nos collaborateurs chimistes du CEA. J’ai réalisé des tests ATPase préliminaires pour 

chacun de ces composés afin de mesurer leur impact sur l’activité ATPase de Mfd de E. coli (Figure 22). 

Les tests ont été effectués avec différentes doses d’ATP afin d’observer si l’inhibition des analogues 

est compétitive, c’est-à-dire si l’augmentation de la concentration d’ATP provoque une diminution du 

taux d’inhibition. Nous avons pu identifier des molécules présentant un fort potentiel dans l’inhibition 

de l’activité de Mfd. Une trentaine de composés induisent une inhibition meilleure ou similaire au 

NM102 en compétition avec 0,035 mM d’ATP. En augmentant la dose d’ATP à 0,07 mM, ce nombre 

passe à 19. Sur les analogues les plus prometteurs, nos collaborateurs ont pu nous en re-synthétiser 

huit : A2, A3, A11, A15, A25, A45, A66 et A71. Avec ces molécules, j’ai continué les tests ATPases afin 

de valider la valeur d’inhibition obtenue lors du test préliminaire (Figure 23). À l’exception de A2, j’ai 

confirmé que ces analogues sont capables d’inhiber l’activité ATPase de Mfd. A3 et A45 sont les plus 

prometteurs.
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Figure 23 : Classement des huit analogues sélectionnés en fonction de leur taux d'inhibition de l'activité ATPase de Mfd de 
E. coli en présence de 0,035 mM d'ATP ou 0,07 mM d'ATP  
Les composés ont été testés à une concentration de 100 µM. Les données sont normalisées par rapport au contrôle DMSO. 

Pour déterminer si l’inhibition est compétitive, j’ai réalisé des doses réponses sur le NM012, A3 et A45 

(Figure 24). Pour le NM102, j’ai obtenu une concentration inhibitrice de 50 % de l’activité de Mfd (IC50) 

de 35,71 µM à 0,07 mM d’ATP et une constance d’inhibition (Ki) de 16,31. Pour A3 et A45, j’ai pu 

calculer respectivement une IC50 de 43,76 µM et 91,99 µM et un Ki de 39,6 et 58,67. Pour les deux 
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molécules, leur IC50 et leur Ki est plus haut que pour le NM102. Cela veut dire qu’elles sont moins 

efficaces que le NM102 même si A3 en est proche et que leur compétitivité avec l’ATP est plus faible. 

En effet, plus un Ki est bas, plus la molécule est compétitive avec l’ATP. À l’issue de ces tests, A3 est 

ressortie comme une molécule proche du NM102 en terme d’efficacité mais moins compétitive. Pour 

A45, même si elle présente une activité prometteuse, celle-ci est inférieure au NM102.  

 

Figure 24 : Dose-réponses ATPase du NM102, A3 et A45 avec la valeur de leur constante d'inhibition (Ki) et leur 
concentration inhibant 50 % de l'activité de Mfd (IC50). 

Bien que A3 et A45 soient un peu moins efficaces que le NM102, elles présentent en contrepartie 

l’avantage d’être plus solubles. Nous avons donc voulu tester l’efficacité de ces molécules en condition 

de stress nitrique in vitro. Or, pour K. pneumoniae, dès 2 µM de molécule nous observons un effet 

bactéricide sur les bactéries pour A3 et A45 en absence de stress (Figure 25A et B). Par contre, nous 

observons tout de même une efficacité de A3 à 1 µM en condition de stress tandis que A45 n’induit 
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pas de mortalité bactérienne spécifique à la présence de stress (Figure 25C et D). Alors que ces 

composés sont bactéricides pour K. pneumoniae, cela n’est pas le cas pour P. aeruginosa où même 

200 µM de composé n’induit pas de mortalité (Figure 26A et B). Néanmoins, bien que non toxiques, 

elles ne sont pas efficaces en condition de stress (Figure 26C et D).  

 

Figure 25 : Toxicité in vitro de A3 (A) et A45 (B) et efficacité en condition de stress nitrique de A3 (C) et A45 (D) sur 
K. pneumoniae  
Les bactéries ont été prises en phase exponentielle de croissance et ont été incubées pendant 4 h à 37 °C dans du RPMI en 
présence de NOC-5, un donneur de NO. La survie des bactéries a été calculée en normalisant par rapport au contrôle sans 
analogue. Les P-values ont été calculées par ANOVA (** p<0,01 ; * p<0,05) 
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Figure 26 : Toxicité in vitro de A3 (A) et A45 (B) et efficacité en condition de stress nitrique de A3 (C) et A45 (D) sur 
P. aeruginosa 
Les bactéries ont été prises en phase exponentielle de croissance et ont été incubées pendant 4h à 37°C dans du RPMI en 
présence de NOC-5, un donneur de NO. La survie des bactéries a été calculée en normalisant par rapport au contrôle sans 
analogue 
 

En parallèle des stress nitriques, j’ai réalisé des premiers tests d’efficacité in vivo contre P. aeruginosa 

chez l’insecte (B. eri). Avec un traitement en une injection, je n’ai pas observé d’effet ni sur la quantité 

de bactéries présentes dans l’insecte, qui varie énormément d’un individu à l’autre (Figure 27A), ni sur 

la survie des insectes (Figure 27B).  

Avec un traitement en trois injections successives, il n’y a pas d’effet significatif sur le nombre de 

bactéries (Figure 27C), mais le traitement avec A3 permet de remonter la survie des insectes de 67 % 

à 87 % (Figure 27D).  
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Figure 27 : Efficacité in vivo chez B. eri de A3 et A45 en simple injection sur la charge bactérienne (A) et la survie des insectes 
(B) ou en injection multiple sur la charge bactérienne (C) et la survie des insectes (D) lors d’une infection par P. aeruginosa  
Des larves de B. eri ont été infectées par P. aeruginosa en milieu de phase exponentielle. La survie et les bactéries ont été 
récupérées 24h après l’infection. Les barres d’erreurs sont des SEM. 
 

En prenant en compte tous ces résultats, nous voyons que ces deux analogues ne montrent pas un 

potentiel thérapeutique plus important que le NM102. Bien que capable d’inhiber l’activité ATPase de 

Mfd et leur solubilité supérieure au NM102, leur toxicité in vitro sur K. pneumoniae et leur faible 

efficacité in vitro et in vivo nous montrent que A3 et A45 ne sont pas les meilleurs candidats pour 

améliorer notre stratégie thérapeutique.  

À l’issue de ces tests, nous avons décidé de poursuivre l’amélioration de la molécule NM102 avec 

d’autres analogues plus ciblés afin de déterminer quel est le noyau structural primordial pour l’activité 

inhibitrice de Mfd. Nous sommes actuellement en train de tester de nouveaux analogues pour trouver 
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une molécule présentant une efficacité similaire ou meilleure au NM102 couplée à une meilleure 

solubilité.  
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 Résumé article 3 

Dans le but de lutter contre l’antibiorésistance, de nouvelles stratégies thérapeutiques sont en 

développement, l’une d’entre elle est l’antivirulence qui vise à diminuer la virulence des bactéries 

plutôt que les voies essentielles à leur survie. De ce fait, il est impossible d’effectuer des MICs standards 

sur des composés non bactéricides. Pour tester l’efficacité de ces composés, il est primordial de 

développer de nouveaux outils in vitro et in vivo pour mimer une infection.  

L’utilisation d’insectes pour effectuer des tests d’efficacité in vivo est une alternative très intéressante 

par rapport à la souris. Les insectes possèdent une réponse immunitaire innée similaire aux 

mammifères. Leur utilisation n’entraine pas de contrainte éthique et leur prix est plus faible que la 

souris. J’ai donc testé dans deux modèles insectes, la larve du ver à soie Bombyx mori et la larve de la 

fausse teigne de la cire Galleria mellonella, cinq souches du groupe ESKAPE et B. cereus en tant que 

contrôle car cette bactérie infecte naturellement des insectes. Pour chaque bactérie et chaque modèle, 

la LD50 (dose létale pour 50 % de mortalité) et la LD90 (dose létale pour 90 % de mortalité) ont été 

calculées.  Pour B. mori, la survie des insectes a été observée 24 h à 28 °C après l’infection. Sur ce 

modèle, il y a une grande variabilité dans la virulence entre les différentes souches testées. 

K. pneumoniae, A. baumannii et E. coli ne sont pas virulents même à fortes doses. Par contre, S. aureus 

et P. aeruginosa sont tous deux capables d’infecter la larve. À l’intérieur du groupe ESKAPE, 

P. aeruginosa est la bactérie montrant la plus haute virulence. B. cereus est quant à lui la bactérie la 

plus virulente comme attendu. Avec G. mellonella, la survie a aussi été observée après 24 h d’infection 

mais ce modèle permet d’incuber les larves à 37 °C. Les cinq souches du groupe ESKAPE sont capables 

d’infecter ces larves. Les moins virulentes sont K. pneumoniae et A.  baumannii et les plus virulents 

sont E. coli et P. aeruginosa. Ces derniers surpassent même la virulence de B. cereus. G. mellonella et 

B. mori sont donc tous les deux des modèles pouvant être utilisés pour tester l’efficacité de composés 

contre des bactéries du groupe ESKAPE. 

Afin de vérifier le modèle dans un contexte de traitement thérapeutique, j’ai infecté Bombyx avec 

P. aeruginosa et j’ai effectué un traitement avec soit du méropénème, soit le composé que nous 

développons au laboratoire, le NM102. J’ai pu montrer qu’un traitement avec l’un ou l’autre 

permettait de diminuer la charge bactérienne dans les insectes après 24 h d’infection. Ces données 

nous permettent de dire que le modèle insecte peut être utilisé pour déterminer l’efficacité d’un 

composé antimicrobien.  

Nous avons aussi mis en place un test in vitro permettant de mimer la réponse immunitaire et plus 

particulièrement la production de NO. Le NO est capable d’endommager des protéines, des lipides 

mais aussi l’ADN. Dans notre test, nous utilisons le NOC-5, un donneur de NO qui dépend de la dose 
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de NOC-5 et du temps pendant lequel il le relâche. Plus on augmente la concentration de NOC-5 plus 

nous relâchons du NO et si nous laissons trop longtemps le NOC-5 dans son milieu, la quantité de NO 

relargué va diminuer. Pour nos tests, nous utilisons une concentration maximale de 1000 µM de NOC-

5 avec un temps expérimental de 4 h pendant lequel le relargage est stable. Grâce à ce donneur, nous 

sommes capables de mimer l’induction d’un stress nitrique présent dans la réponse immunitaire.  

Nous avons effectué des doses réponses pour chacune des cinq bactéries du groupe ESKAPE testées 

précédemment. Pour toutes les bactéries, l’augmentation de la quantité de NOC-5 entraine une 

diminution de leur survie. Néanmoins, leur sensibilité est différente. Pour S. aureus et A. baumannii, 

une faible concentration entraine une augmentation de la survie ce qui n’est pas le cas pour 

K. pneumoniae, E. coli et P. aeruginosa. Les IC10 (concentration inhibitrice pour 10 % de mortalité) et 

IC50 (concentration inhibitrice pour 50 % de mortalité) ont été calculées pour chaque bactérie. 

A. baumannii et P. aeruginosa sont les plus sensibles tandis que E. coli est la plus résistante du groupe. 

Nous avons testé l’utilisation de ce modèle pour déterminer l’efficacité du composé antimicrobien, 

NM102. Nous avons validé la capacité du NM102 à diminuer la survie bactérienne en condition de 

stress immunitaire. Ce modèle nous permet donc de pouvoir tester l’efficacité de composés 

antivirulents ciblant les voies résistantes au système immunitaire.  

Dans l’antivirulence, le système immunitaire peut jouer un rôle crucial dans l’efficacité d’un 

médicament antivirulent. L’un des acteurs de cette réponse est l’oxyde nitrique. Nous avons établi un 

test in vitro facile à réaliser malgré le faible temps de vie de l’oxyde nitrique. Notre format, l’utilisation 

des plaques 96 puits, permet de réaliser un criblage haut débit de potentiels composés antimicrobiens. 

Le NO relâché dans notre test est stable sur plusieurs heures et sa concentration peut être ajustée en 

fonction des bactéries utilisées.  

 Article 3: Comparative analysis of different infection models to characterize new 

anti-virulence drugs 
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4.1. Données supplémentaires 

En plus de l’établissement des modèles présentés dans l’article, nous avons développé des modèles 

d’infections murins pour les cinq bactéries (K. pneumoniae, A. baumannii, E. coli, S. aureus et 

P. aeruginosa) du groupe ESKAPE. Nous avons utilisé la voie d’injection intra-péritonéale pour chacune 

des bactéries et nous avons pu voir que nous mimions une septicémie. Pour K. pneumoniae et 

P. aeruginosa, nous avons aussi effectué une infection par voie intranasale afin de mimer une 

pneumonie. Les organes des souris infectées ont été récupérés 24 h après infection afin de mesurer la 

charge bactérienne. Dans le modèle d’infection par voie intra-péritonéale, nous retrouvons des 

bactéries dans tous les organes prélevés (foie, rate, cœur, poumon et rein) (Figure 28). Et pour notre 

modèle d’infection par voie intranasale, nous ne retrouvons des bactéries que dans le poumon (Figure 

28). Nous avons donc pu développer des modèles d’infections différents pour les bactéries du groupe 

ESKAPE. En comptant les modèles précédemment décris dans l’article, nous avons mis en place tout 

un panel d’outils permettant l’étude et le développement de nouveaux composés antimicrobiens.  

 

Figure 28 : Charge bactérienne dans des organes de souris C56BL/6J lors d’infections systémiques.  
Des souris C56BL/6J âgées de 9 semaines ont été infectées par voie intra-péritonéale avec 2 x 108 CFU de K. pneumoniae (A), 
1 x 108 CFU de A. baumannii (B), 4 x 106 CFU de E. coli ATCC25922 (C), 1 x 107 CFU de S. aureus (D) et 6 x 106 CFU de 
P.  aeruginosa (E). Les organes ont été récupérés 24 h après l’infection. Les barres d’erreurs sont des SEM.  
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Figure 29 : Charge bactérienne dans des organes de souris C56BL/6J lors de pneumonie.  
Des souris C56BL/6J âgées de 9 semaines ont été infectées par voie intra-nasale avec 1 x 107 CFU de K. pneumoniae (A), 
1  x 106 CFU de P. aeruginosa (B). Les organes ont été récupérés 24 h après l’infection. Les barres d’erreurs sont des SEM.  
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Mfd est une protéine bactérienne conservée et impliquée dans de nombreux processus cellulaires tels 

que la réparation de l’ADN, la régulation de la transcription, la mutagénèse et la virulence. Ma thèse 

s’est déroulée autour de cette protéine où d’un côté j’ai voulu mieux comprendre son implication dans 

la virulence et de l’autre j’ai utilisé Mfd comme cible pour le développement de nouveaux composés 

anti-microbiens. 

L’importance de B. cereus comme pathogène d’origine alimentaire et comme pathogène opportuniste 

a entrainé un besoin dans la compréhension de sa virulence. En effet, B. cereus est le 2ème agent 

responsable de TIAC en France et est responsable d’infections non gastro intestinales pouvant être 

asymptomatiques mais aussi provoquer des infections plus graves causant des lésions cérébrales ou 

encore des chocs septiques aboutissant au décès du patient. Ces infections graves sont principalement 

retrouvées chez les nouveau-nés et les personnes immunodéprimées qui sont particulièrement 

sensibles. Étant donné la variabilité de B. cereus en tant que pathogène, il est primordial de connaitre 

et d’étudier les facteurs qui rentrent en jeu dans sa virulence. Il existe déjà actuellement de nombreux 

facteurs identifiés qui lui sont associés. Néanmoins, ils n’expliquent pas toujours la totalité de la 

pathogénicité de B. cereus. Des souches présentant ces facteurs ne sont pas forcément virulentes. L’un 

des facteurs très peu étudié est la protéine Mfd. Notre équipe étudie Mfd en tant que tel et a pu 

montrer son importance dans la pathogénicité d’une souche de laboratoire de B. cereus. Je me suis 

focalisée sur l’étude de souches ayant une origine environnementale ou clinique afin de savoir si leur 

Mfd pourrait expliquer leur différence de pathogénicité. Sur les 22 souches étudiées, chacune d’entre 

elles possède le gène mfd et les deux présentant le plus de différences dans la séquence protéique de 

leur Mfd ont été sélectionnées pour étudier la virulence associée à Mfd : la souche S50 et la souche 

S53 (respectivement une souche environnementale et une souche clinique). J’ai pu montrer qu’il 

existait une différence de virulence entre ces deux souches et que cette virulence était bien liée à la 

séquence/structure de leur Mfd. Une étude in silico a été effectuée dans le but de comparer plus en 

détails les séquences protéiques des Mfd des souches S50 et S53. Il n’existe que 28 différences entre 

leurs séquences, ce qui nous laisse penser que la variation de la virulence entre les deux souches liées 

à Mfd se porterait sur quelques différences spécifiques. Sur ces 28 différences, quatre se sont 

montrées comme étant particulièrement intéressantes puisqu’elles pourraient induire une 

modification de la conformation ou une modification de l’activité de Mfd. J’ai cherché à savoir si ces 

quatre différences ont une importance dans la virulence de B. cereus associée à Mfd. Pour le moment, 

les résultats obtenus ne permettent pas de définir si elles sont bien à l’origine des différents niveaux 

de virulence des souches. Néanmoins, nous continuons actuellement à tester des mutants ayant des 

séquences hybrides entre S50 et S53 afin de mieux comprendre quelle partie de Mfd rentre en jeu 
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dans la virulence de B. cereus. Par ailleurs, une meilleure compréhension de la séquence de Mfd et des 

éléments associés à la virulence pourrait nous servir en tant que marqueur supplémentaire pour 

distinguer les souches non pathogènes des souches pathogènes. En plus de la compréhension de la 

séquence, il nous est important de comprendre aussi par quel moyen Mfd agi pour augmenter la 

virulence ou non d’une souche. On sait que Mfd est impliquée dans de nombreux processus cellulaires. 

Plusieurs d’entre eux pourraient avoir un impact sur la virulence d’une souche. La réparation de l’ADN 

est un processus essentiel pour la survie des bactéries lors d’une infection. Mfd a déjà été montrée 

comme étant importante dans la survie de B. cereus lors d’un stress nitrique en promouvant la 

réparation des dégâts causés par le NO (Guillemet et al. 2016). Est-ce qu’il y aurait donc une différence 

d’activité de Mfd entre les deux souches ? Est-il alors possible que la protéine Mfd de la souche S53 

soit plus active que la protéine Mfd de la souche S50 ? Il serait intéressant de regarder par exemple 

l’activité ATPase de chacune des protéines afin de savoir s’il y a une différence entre les deux souches. 

Parmi les quatre différences auxquelles nous nous intéressons pour le moment, l’une d’entre elle se 

trouve au niveau du domaine D5. Il s’agit de la seule différence retrouvée sur ce domaine très conservé 

qui contient le motif ATPase. Il est donc possible que selon l’acide aminé présent en position 615, 

l’activité de la poche ATPase soit accrue ou diminuée. Nous savons aussi que le domaine D7 de Mfd 

sert de régulateur pour l’activité de la protéine. Dans le cycle fonctionnel de Mfd, lorsque le domaine 

D7 est en interaction avec le domaine D2, cela entraine un changement de conformation de la protéine 

rendant impossible son interaction avec UvrA et ainsi bloquant le recrutement des facteurs impliqués 

dans la voie de réparation de l’ADN par excision de nucléotides (Deaconescu, Savery, and Darst 2007). 

D’après notre étude des séquences de Mfd des souches S50 et S53, il y a trois différences présentes 

sur le domaine D7 et sept sur le domaine D2 (dont deux que nous avons sélectionnées comme pouvant 

entrainer une modification de la conformation de Mfd) entre les souches S50 et S53. Il n’est donc pas 

impossible qu’un changement de conformation de Mfd entraine une diminution ou une augmentation 

de son activité.  

On peut aussi se demander si l’implication de Mfd dans la virulence est uniquement due à son rôle 

dans la réparation de l’ADN ou si elle agit sur différents niveaux. Par son rôle en tant que facteur de 

transcription, il est possible que, par des forces d’interactions différentes, le taux de transcription de 

certains gènes soit modifié entre les deux souches. Par exemple, CodY est un régulateur global de la 

transcription et il a été montré que Mfd permettrait de réduire la répression de ce facteur (Belitsky 

and Sonenshein 2011). Chez B. cereus, CodY a été montré comme régulant la transcription de certains 

gènes codant pour des facteurs de virulence comme nhe, plcB et inhA2 qui sont sous-exprimés dans 

un mutant ΔcodY par rapport au niveau d’expression de la souche sauvage. La virulence même de 

B. cereus est affectée par ce mutant puisque celui-ci est moins virulent dans un modèle d’infection 
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insecte (G. mellonella) que la souche sauvage (Frenzel et al. 2012). Etant donné que Mfd joue un rôle 

dans la régulation de l’expression de facteurs de virulence, il est possible que selon l’activité ou la 

conformation de la protéine, son impact de manière générale sur les processus cellulaires diffère d’une 

souche à une autre.  

Le gène mfd est présent chez nos souches environnementales et cliniques, pourtant son impact sur la 

virulence n’est pas le même. Bien que son rôle dans la virulence soit visible, la relation 

séquence/structure/virulence reste encore un mystère. Il ne s’agit pas d’une présence ou d’une 

absence du gène. Il semblerait que son rôle dans la virulence soit plus complexe et jouerait sur une 

variation de son activité ou/et de sa conformation. Mfd est impliquée dans tellement de processus 

cellulaires qu’un changement sur la protéine pourrait avoir des conséquences sur des facteurs de 

virulence déjà identifiés et caractérisés. De plus, cela ne se restreint pas à B. cereus puisque j’ai pu 

aussi mettre en évidence le rôle de Mfd dans la virulence de P. aeruginosa dans un modèle d’infection 

d’insectes (B. eri) dans lequel un mutant est moins virulent qu’une souche sauvage. Mfd semble avoir 

aussi une fonction universelle dans la résistance au système immunitaire puisqu’elle est nécessaire à 

la survie de B. cereus, K. pneumoniae et P. aeruginosa lors d’un stress nitrique in vitro. Etant donné 

que Mfd est retrouvée chez toutes les bactéries, comprendre le fonctionnement de la protéine en 

détail est important pour comprendre un facteur de virulence qui pourrait être global et universel.  

 

Le second aspect de ma thèse a été l’utilisation de Mfd en tant que cible pour le développement de 

composés antimicrobiens. Comme cité juste au-dessus, cette protéine est ubiquitaire et semble être 

un facteur de virulence universel en augmentant la résistance des bactéries au système immunitaire. 

Elle présente en plus l’avantage d’être absente chez les eucaryotes. L’inhibition de Mfd, par son rôle 

dans la mutagénèse, permettrait une diminution de la fréquence d’apparition de résistances aux 

antibiotiques et par son rôle dans la résistance au stress nitrique permettrait d’augmenter l’efficacité 

de la réponse immunitaire. Un inhibiteur de Mfd pourrait donc aussi être utilisé en combinaison avec 

des antibiotiques pré-existants pour renforcer leur efficacité en limitant l’émergence de résistances. 

Dans ce projet pluridisciplinaire impliquant de nombreux collaborateurs, de potentiels inhibiteurs ont 

été identifiés in silico et in vitro. In silico, un criblage a sélectionné des molécules interagissant avec la 

poche ATPase de Mfd qui est la partie de la protéine la plus conservée et est centrale à son activité. 

De plus, de manière générale, les poches ATPase sont connues comme pouvant être inhibées de 

manière spécifique (Kahraman et al. 2007). Ces molécules candidates ont ensuite été validées in vitro 

en mesurant leur pouvoir inhibant sur la poche ATPase de Mfd. Une molécule, le NM102, est ressortie 

comme ayant un fort potentiel inhibiteur. Mfd étant très conservée, on s’attend à ce qu’un inhibiteur 

de Mfd puisse agir contre de nombreuses espèces bactériennes. Des analyses in silico ont confirmé 
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que le NM102 était capable de se placer dans la poche ATPase des bactéries du groupe ESKAPE. Afin 

d’étudier l’effet de cette molécule sur ces pathogènes, il a fallu mettre en place différents modèles in 

vitro et in vivo. En effet, Mfd n’étant pas une protéine essentielle, il ne nous était pas possible d’établir 

une concentration minimale inhibitrice en suivant un protocole standard pour mesurer l’impact du 

NM102 sur la survie bactérienne. Nous avons donc mis en place un modèle in vitro où nous exposons 

les bactéries à un stress nitrique lors duquel nous savons que Mfd devient alors essentielle à leur survie 

(Darrigo et al. 2016). Le NO est une molécule produite lors de la réponse immunitaire qui est toxique 

pour les bactéries et induit notamment des dommages sur l’ADN (Porrini, Ramarao, and Tran 2020). 

Grâce à un donneur de NO nous avons pu mettre en place une expérience mimant un stress nitrique 

en utilisant des plaques 96 puits, ce qui facilite le criblage de multiples molécules en même temps, 

avec plusieurs doses de molécules et/ou d’oxyde nitrique. Ce modèle ne nécessite de plus pas 

l’utilisation de cellules, il nous est donc possible de comparer la résistance de bactéries à un stress 

nitrique sur des bactéries intra et extracellulaires. Nous avons testé l’effet du stress nitrique sur des 

bactéries ESKAPE et aucune d’entre elles ne présentent la même sensibilité à celui-ci mais dans tous 

les cas nous observons un effet dose. Plus nous ajoutons d’oxyde nitrique, moins les bactéries survivent. 

Grâce à cet effet dose, il est possible de calculer des concentrations inhibitrices adaptées pour tester 

l’efficacité de molécules d’intérêt. Nous avons donc testé l’effet du NM102 sur la survie bactérienne 

en condition de stress nitrique et celui-ci s’avère être efficace contre K. pneumonia, E. coli et 

P. aeruginosa. La molécule est même efficace contre des souches cliniques résistantes aux 

antibiotiques de K. pneumoniae et E. coli. En plus d’être efficace contre des bactéries ayant un intérêt 

clinique fort, le NM102 est aussi capable d’agir sur des souches difficiles à traiter actuellement. L’effet 

de notre molécule est uniquement visible en condition de stress nitrique. Sans ce stress, le NM102 

n’induit pas de mortalité bactérienne. Le composé ne devrait pas cibler les bactéries localisées en 

dehors de la zone d’inflammation. 

En plus de ce test in vitro, j’ai mis en place différents modèles in vivo d’infection d’insectes pour les 

bactéries du groupe ESKAPE. Ce modèle est intéressant à utiliser car les insectes ont une réponse 

immunitaire innée. Par exemple, G. mellonella a des hémocytes présentant des similarités avec les 

phagocytes des mammifères (Browne, Heelan, and Kavanagh 2013). Les insectes sont un bon modèle 

intermédiaire pour étudier la pathogénicité des bactéries sans avoir les contraintes éthiques 

rencontrées lors de l’utilisation des souris. Bien que ce modèle ne permette pas de remplacer le 

modèle murin, il présente plusieurs avantages dans le criblage de composés antimicrobiens. Avec ce 

modèle, nous pouvons plus facilement (1) tester plusieurs composés sur une gamme de doses plus 

importante, (2) effectuer différents modèles de traitement, (3) les insectes peuvent être infectés par 

l’intégralité du groupe ESKAPE selon l’espèce d’insecte choisie et (4) les expériences peuvent être 
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réalisées sur plus d’individus avant de passer chez la souris. Nous avons montré que chez B. eri infecté 

par P. aeruginosa, le NM102 est capable de réduire la charge bactérienne et que son effet est bien dû 

à une inhibition de Mfd puisque nous n’observons pas d’efficacité du composé chez un mutant Δmfd.   

Afin de confirmer l’efficacité et l’innocuité de nos molécules dans un modèle murin, nous avons mis 

en place des modèles d’infection chez la souris par voie intrapéritonéale pour quatre bactéries du 

groupe ESKAPE (K. pneumoniae, A. baumannii, S. aureus et P. aeruginosa) et des modèles d’infection 

par voie intranasale pour deux d’entre elles (K. pneumoniae et P. aeruginosa) afin de provoquer une 

pneumonie. La quantité de bactéries retrouvée dans les organes est corrélée avec la quantité de 

bactéries injectée et la voie d’administration utilisée. En effet, par voie intrapéritonéale, on retrouve 

des bactéries dans tous les organes récupérés (rate, foie, cœur, poumons et reins) tandis qu’avec la 

voie intranasale, on ne retrouve des bactéries que dans les poumons. Nous sommes donc capables 

d’ajuster le modèle murin pour différents types de pathologies.  

L’efficacité du NM102 a ensuite été confirmée in vivo chez la souris dans ces modèles d’infection. 

Néanmoins, pour effectuer nos tests chez la souris, il nous a fallu trouver une solution concernant la 

faible solubilité du NM102. Jusqu’à présent, le solvant de re-suspension de la molécule était le DMSO 

mais pour la souris, celui-ci est toxique et aggrave les infections. Pour remédier à ce problème, nous 

avons établi une collaboration avec l’Institut Galien afin de procéder à une encapsulation du NM102 

dans des nanoparticules. Il s’agit d’un vecteur d’administration largement proposé pour les composés 

très peu solubles qui est de plus en plus approuvé cliniquement (Anselmo and Mitragotri 2021). Ces 

nanoparticules peuvent être re-suspendues dans un milieu aqueux et donc utilisables dans notre 

modèle murin. Grace à cette encapsulation, nous avons pu montrer l’efficacité du NM102 chez la souris 

lors d’une infection par voie intranasale de K. pneumoniae. Par ailleurs, l’efficacité du NM102 est 

retrouvée pour la souche sauvage de K. pneumoniae mais pas lors d’une infection par la souche Δmfd, 

montrant à nouveau la spécificité de notre molécule pour sa cible.  

Avec une infection de P. aeruginosa par la même voie, nous avons aussi observé une efficacité de notre 

molécule, ainsi qu’une synergie lors d’un traitement combiné avec du méropénème. Il semblerait donc 

qu’un inhibiteur de Mfd puisse améliorer les traitements actuels avec un traitement en combinaison.  

La molécule est en outre efficace contre des souches de K. pneumoniae et P. aeruginosa résistantes 

aux antibiotiques classiques. Cela ouvre un nouvel espoir de traitement contre les bactéries 

pathogènes multirésistantes et qui peuvent actuellement conduire à des impasses de traitements.   

Les antibiotiques actuels ciblent les voies essentielles bactériennes ce qui les rendent très efficaces 

mais peu spécifiques. De ce fait, ils affectent même les bactéries de notre microbiome (Maier et al. 

2021) qui est essentiel pour notre santé (digestion, métabolisme…) et qui nous protège contre des 

bactéries invasives. Etant donné que Mfd n’est pas essentielle à la survie bactérienne hors stress, son 
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inhibition ne devrait pas avoir d’impact sur le microbiome, sauf dans le cas d’une infection localisée au 

niveau de celui-ci. Pour vérifier cette hypothèse, nous nous sommes intéressés à l’impact du NM102 

sur le microbiome des voies respiratoires supérieures et sur le microbiome intestinal. Le NM102 

n’affecte pas la survie des bactéries testées et il n’affecte pas non plus la composition du microbiome 

intestinal. Les fèces de souris infectées par K. pneumoniae par voie nasale ont aussi été analysés et 

aucune différence dans la composition du microbiome intestinal n’a été retrouvée entre les souris non 

traitées et celles ayant reçu le NM012. Cela suggère qu’en dehors de la zone d’infection, les bactéries 

du microbiome ne devraient pas être impactées par le traitement. Cela constitue une nouveauté par 

rapport aux traitements classiquement utilisés en antibiothérapie et pourrait constituer une avancée 

majeure dans le développement de traitements qui prendraient en compte la santé globale du patient.  

Outre son effet antimicrobien, nous avons testé l’impact du NM102 sur l’apparition de résistances aux 

antibiotiques. En effet, Mfd est connue pour jouer un rôle dans la mutagénèse des bactéries et 

notamment dans le développement de résistances aux antibiotiques auxquels elles sont exposées en 

concentration non létale (Ragheb et al. 2019). La diminution de la fréquence d’apparition de 

résistances à la rifampicine chez E. coli nous indique qu’un traitement par NM102 est capable d’inhiber 

la fonction de Mfd dans la mutagénèse.  

D’après nos résultats, un inhibiteur de Mfd pourrait être utilisé seul ou en combinaison avec d’autres 

antibiotiques afin d’améliorer leur efficacité tout en réduisant l’apparition de résistance et en limitant 

l’impact sur le microbiome. Notre stratégie d’antivirulence est une alternative prometteuse à 

l’antibiothérapie classiquement utilisée puisque nous n’inhibons pas la croissance bactérienne, ni ne 

provoquons directement la mort de bactéries. À la place, l’antivirulence permet de bloquer la 

pathogénicité des bactéries ainsi que leur résistance au système immunitaire. De cette manière, les 

composés développés ne vont pas cibler des voies essentielles diminuant ainsi la pression sur 

l’apparition de résistance et leur impact sur le microbiome. L’antivirulence est une piste déjà utilisée 

dans le développement de nouveaux antibiotiques mais ceux-ci vont être efficaces sur une famille de 

bactéries spécifiques voire une seule espèce. Notre inhibiteur présenterait les avantages de la stratégie 

thérapeutique utilisant l’antivirulence tout en étant efficace sur un large panel de bactéries. 

Actuellement, nous cherchons à améliorer le NM102 chimiquement afin d’obtenir une molécule plus 

efficace, plus soluble et pouvant plus facilement être encapsulée. Pour cela, nous avons testé une 

librairie d’analogues du NM102 par test ATPase afin de savoir s’ils étaient capables d’inhiber l’activité 

ATPase de Mfd. À l’issue de ces tests de nouveaux candidats sont ressortis. Lors de tests préliminaires, 

nous avons pu voir une efficacité chez l’insecte infecté par P. aeruginosa pour deux des analogues 

prometteurs et seulement l’un des deux a été efficace in vitro lors d’un stress nitrique sur 

K. pneumoniae. Néanmoins, on observe aussi en parallèle un effet bactéricide de ces molécules. C’est 
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pourquoi nous continuons de tester des analogues du NM102 afin de savoir quelle est la structure 

chimique essentielle à son efficacité et quelles sont les parties que nous pouvons modifier pour 

améliorer son effet, sa solubilité et qui permettrait une meilleure encapsulation. 

En plus des tests que nous avons déjà effectués pour le NM102, il nous faudrait également regarder sa 

toxicité sur les cellules eucaryotes et sur un organisme vivant, la fréquence d’apparition de résistance 

au composé, son absorption, sa distribution dans l’organisme, comment il est métabolisé et éliminé. Il 

reste donc encore de nombreux tests à réaliser dans cette phase. C’est uniquement après toutes ces 

données qu’une molécule peut passer ou non en test clinique afin d’étudier la toxicité sur l’humain, la 

dose à administrer et les effets indésirables qu’elle pourrait provoquer. Même après les trois phases 

cliniques, il faut obtenir l’autorisation de mise sur le marché. Le développement d’un médicament est 

un processus long et qui n’aboutit pas forcément. Néanmoins, avec la crise de l’antibiorésistance en 

cours, il est nécessaire d’étudier et de développer de nouvelles solutions. De nombreuses molécules 

ne passeront jamais la phase pré-clinique mais le besoin en nouveaux antibiotiques est tellement 

important qu’il faut tout de même effectuer cette recherche et étudier toutes les pistes possibles afin 

de proposer des solutions dans cette crise. Il s’agit d’une de ces pistes que nous investiguons 

actuellement en prenant Mfd, une nouvelle cible ubiquitaire pour une nouvelle classe d’antibiotiques 

à large spectre. Les nouvelles molécules sur lesquelles nous travaillons pourraient être une arme 

supplémentaire dans le combat contre les bactéries sensibles ou résistantes aux antibiotiques. 
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