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1. Découverte et utilisation des antibiotiques : 

1.1.  Découverte des antibiotiques 

Déjà pendant l’antiquité, les moisissures étaient utilisées pour lutter contre les infections. 

En Égypte au XVIème siècle avant notre ère le pain d’orge moisi était utilisé afin de lutter contre 

l’infection des plaies. Cela a été décrit dans le papyrus Ebers, l’un des plus anciens traités 

médicaux connus rédigé pendant le règne d’Amenhotep Ier. Plus tard, le principe de concurrence 

vitale et l’antagonisme entre les moisissures et les microbes ont été entrevus par les Grecs. 

Thucydide, un historien athénien du IVème siècle avant notre ère, a détaillé dans son ouvrage 

« La guerre de Péloponnèse », l’épisode épidémique dévastateur s’étant déroulé en Attique à 

la même époque, connu sous le nom de « peste d’Athènes ». Malgré son nom, cet épisode 

épidémique n’a probablement pas été causé par Yersinia pestis, l’agent pathogène de la peste, 

mais plutôt par un virus comme celui de la rougeole ou de la variole (Cunha, 2004). Pendant 

cette épidémie, une diminution des autres atteintes morbides a été observée. En effet, Thucydide 

a remarqué que « pendant l’épidémie, les gens ne souffrirent d’aucune des affections ordinaires, 

ou, quand l’une d’elles se déclarait, elle aboutissait toujours à celle-ci » (Roussel et al., 1981; 

Thucydide, IVe siècle av. J.-C).  

Mais ce n’est réellement qu’au début des années 1870 que cet antagonisme entre microbes 

et moisissures commence à être étudié. En novembre 1871, Joseph Lister, un chirurgien anglais 

et père de la notion d’asepsie, remarque dans des échantillons d’urines que le développement 

d’un champignon nommé Penicillium glaucum pourrait influencer la croissance et l’activité des 

bactéries. Il réalise alors une expérience afin d’étudier ce phénomène mais celle-ci n’est pas 

concluante (“Observables” at the Royal College of Surgeons, 1950; Roussel et al., 1981).  Ce 

n’est qu’en 1877 que la notion de concurrence vitale entre plusieurs micro-organismes a été 

démontrée par Pasteur et Joubert lorsqu’ils travaillaient sur les bactéries charbonneuses (Pasteur 

and Joubert, 1877; Roussel et al., 1981).  

Deux décennies après leurs travaux, un étudiant en médecine effectue sa thèse sur l’étude 

de l’antagonisme entre les microbes et les moisissures. Ernest Duchesne montre que « certaines 

moisissures […] sont capables d’atténuer dans de très notables proportions la virulence des 

cultures bactériennes ». En effet, la co-infection d’une dose létale de Salmonella enterica 

sérotype Typhi, responsable de la fièvre typhoïde, avec Penicillium glaucum empêche les 

animaux de contracter la fièvre typhoïde. Il conclut même sa thèse en 1897 par « on peut donc 
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espérer qu'en poursuivant l'étude des faits de concurrence biologique entre moisissures et 

microbes, on arrivera, peut-être, à la découverte d'autres faits directement utiles et applicables 

à l'hygiène prophylactique et à la thérapeutique » (Duchesne, 1897). Même si Duchesne semble 

conscient de l’importance de cette découverte, l’étude tombe rapidement dans l’oubli. 

En 1899, R. Emmerich et O. Löw, deux chercheurs allemands, découvrent qu’une molécule 

produite par Bacillus pyocyaneus, aujourd’hui nommé Pseudomonas aeruginosa, est capable 

d’inhiber la prolifération d’autres bactéries, notamment celles responsables de l’anthrax, de la 

diphtérie, du choléra et de la fièvre typhoïde. Pour eux, cette molécule est une enzyme 

bactériolytique qu’ils nomment « pyocyanase » (Emmerich and Löw, 1899; Emmerich et al., 

1902). Malheureusement, la quantité de filtrat de B. pyocyaneus nécessaire à l’inhibition des 

bactéries est importante. Cela limitera son usage dans le traitement des infections. 

Il faudra attendre 1928 pour que A. Fleming découvre la pénicilline. Il découvre par hasard 

que ses cultures de staphylocoques ont été contaminées par un champignon, Penicillium 

notatum. Il remarque alors qu’autour des colonies de champignon, il existe une zone où les 

bactéries n’ont pas poussé. Il émet l’hypothèse que le champignon produit une substance 

inhibant la croissance des staphylocoques, il appelle cette substance « pénicilline » (Bennett 

and Chung, 2001).  

En 1929, A. Fleming publie cette découverte dans le British Journal of Experimental 

Pathology dans l’article : « On the antibacterial action of cultures of a Penicillium, with special 

reference to their use in the isolation of B. influenzae ». Fleming montre que la pénicilline est 

active sur certaines bactéries comme les staphylocoques ou sur Streptococcus pyogenes. 

Cependant, elle est inactive sur les bactéries du « groupe coli-typhoïde », sur les bacilles 

intestinaux tels que B. pyocyaneus, B. proteus et V. cholerae, et sur le bacille de Pfeiffer 

(Haemophilus influenzae) considéré à cette époque comme l’agent bactérien responsable de la 

grippe. Fleming aborde même la toxicité in vivo de la pénicilline et affirme qu’elle est faible. Il 

conclut l’article en abordant les perspectives qu’offrent la pénicilline notamment dans le 

traitement des infections pyogènes mais aussi afin de permettre l’isolation de H. influenzae 

(Fleming, 1929).  

La pénicilline contrairement à la pyocyanase possède une action antibactérienne à très faible 

dose (Bennett and Chung, 2001). De plus, la pénicilline est très peu toxique aux doses 
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minimales efficaces. Ces deux caractéristiques en font une molécule très intéressante dans le 

traitement des infections. C’est pourquoi, C.G. Paine s’en sert en 1930 afin de traiter des 

infections oculaires chez des nouveau-nés. Malheureusement, à l’époque ses résultats n’avaient 

pas été publiés mais ses notes cliniques ont été retrouvées plus tard (Wainwright and Swan, 

1986).  

A la même époque en Belgique, A. Garcia découvre qu’un champignon de la famille des 

actinomycètes produit une substance inhibant les staphylocoques, B. pyocyaneus, E. coli et M. 

tuberculosis. C’est pourquoi il appelle cette substance « mycolysate ». Garcia teste ensuite la 

toxicité du mycolysate chez l’animal en l’injectant a des lapins et cochons d’inde et montre que 

la substance n’est pas toxique. En 1930, le mycolysate est même utilisé chez l’Homme afin de 

traiter des furoncles staphylococciques. Mais étant donné que le mycolysate a été utilisé en 

association avec des bactériophages, il n’est pas facile de tirer des conclusions claires 

concernant son efficacité thérapeutique. Cependant, la non-toxicité du mycolysate chez 

l’Homme a bien été démontrée (Brunel, 1951; Wainwright, 2000). Bien que cette substance 

semble prometteuse et ait fait l’objet de nombreuses publications entre 1925 et 1936, 

l’occupation de la Belgique par l’Allemagne en 1940 induit une rupture des contacts 

intellectuels entre celle-ci et le reste du monde. Ce qui a probablement diminuée de façon 

importante l’impact de cette découverte. 

A Oxford en 1939, E. Chain et H. W. Florey commencent à travailler sur la purification de 

la pénicilline. Ils publient l’année suivante leur premier article sur les propriétés chimio-

thérapeutiques de la pénicilline (Chain et al., 1940). C’est le premier article qui démontre que 

la pénicilline est également active sur les bactéries in vivo ouvrant ainsi la perspective d’une 

utilisation dans le traitement des infections bactériennes. S’ensuit une période d’innovation 

importante et en 1941, soit 11 ans après l’utilisation du mycolysate par Garcia, les premiers 

patients sont traités avec succès (Abraham et al., 1941).  

D’autres antibiotiques ont été découverts à la même époque comme la subtiline, un 

polypeptide produit par B. subtilis et découvert en 1945 par G. Ramon et R. Richou (Ramon et 

al., 1945; Korzybski et al., 2013). Ou encore la gramicidine et la tyrocidine découvert en 1939 

par R. Dubos. Ces deux substances antimicrobiennes sont des polypeptides produit par la 

bactérie Brevibacillus brevis. Malheureusement, bien que la tyrocidine soit efficace sur les 

bactéries à Gram négatives et positives, sa forte capacité hémolytique ne permet pas une 
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utilisation par voie intraveineuse. L’activité antimicrobienne de la gramicidine, bien que non 

hémolytique, est quant à elle largement inhibée par la présence de peptones et de sérum, ne 

permettant qu’une utilisation topique (Dubos and Hotchkiss, 1941; Van Epps, 2006). La 

moindre efficacité de ces molécules et leurs toxicités importantes limiteront leurs utilisations 

en thérapeutique humaine à la faveur de la pénicilline moins toxique et plus efficace.  

En 1941, un biologiste des sols, S. A. Waksman, propose une définition du mot 

« antibiotique ». Il définit les antibiotiques comme toutes substances produites par des 

microorganismes capable, à l’état dilué, d’inhiber la croissance de d’autres microorganismes et 

même de les détruire (Clardy et al., 2009; Paolozzi et al., 2021). Aujourd’hui, la définition 

s’étend également aux molécules produites par les cellules eucaryotes et de synthèse ou d’hémi-

synthèse qui n’ont plus rien à voir avec les produits naturels élaborés par certains 

microorganismes. Waksman découvrira également son lot d’antibiotiques comme la 

streptomycine en 1943, premier antibiotique efficace contre la tuberculose qui lui value le prix 

Nobel de physiologie ou médecine en 1952. Ou encore la néomycine en 1948, un autre 

antibiotique de la famille des aminoglycosides, toujours utilisés en thérapeutique (Waksman 

and Lechevalier, 1949; Schatz et al., 2005). 

Aujourd’hui, il existe une dizaine de famille d’antibiotiques différente rassemblant plus de 

150 antibiotiques utilisés en thérapeutique humaine (tableau I). Cependant, malgré l’arsenal 

thérapeutique maintenant disponible, certaines bactéries sont devenues totalement insensibles 

aux antibiotiques connus. Le processus en cause : l’antibiorésistance. 

Tableau I : Principaux antibiotiques utilisés en thérapeutique humaine 
 

b-lactamines : 
Inhibeur de la synthèse de la paroi bactérienne par inhibition de la synthèse du 

peptidoglycane 

Pénicillines et 
apparentés 

Pénicilline G et dérivés  Pénicilline G, pénicilline V 
Pénicilline M Méticilline, oxacilline, cloxacilline 
Pénicilline A Amoxicilline, ampicilline 
Amidinopénicilline Pivmecillinam 
Acyl-uréidopénicillines Pipéracilline 
Carboxypénicillines Témocilline, ticarcilline 

Céphalosporines 

1ère génération Céfaclor, céfadroxil 
2ème génération Céfuroxime 
3ème génération Céfotaxime, ceftriaxone, cefpodoxime, 

céfixime, ceftazidime, cefsulodine 
4ème génération Céfépime 
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5ème génération Ceftaroline, ceftobiprole, ceftolozane 
Monobactams Aztréonam 

Carbapénèmes Imipénème, ertapénème, méropénème 
  

Glycopeptides : 
Inhibiteur de la synthèse de la paroi bactérienne par inhibition de la transglycolysation 

Vancomycine, teicoplanine 
   

Aminosides et cyclines : 
Perturbateur de la synthèse protéique par interaction avec la sous-unité 30S ribosomale 

Aminosides Amikacine, néomycine, tobramycine, gentamicine, streptomycine, 
dibékacine, spectinomycine, isépamicine, netilmicine 

Cyclines Doxycycline, lymécycline, méthylènecycline, minocycline, 
tétracycline, tigécycline 

Macrolides et apparentés : 
Perturbateur de la synthèse protéique par interaction avec la sous-unité 50S ribosomale 

Macrolides 
vrais 

Erythromycine, clarithromycine, spiramycine, josamycine, 
azithromycine, roxithromycine, midécamycine, télithromycine, 
dirithromycine 

Lincosamides Clindamycine, lincomycine 
Synergistines Pristinamycine, virginiamycine 

Kétolides Télithromycine 
 

Phénicolés : 
Inhibiteur de la synthèse protéine par inhibition de l’activité peptidyl-transférase de la sous-

unité 50S ribosomale 
Chloramphénicol, thiamphénicol 
 

Oxazolidinones :  
Inhibiteur de la synthèse protéique en empêchant la formation du complexe ribosomal 70S  

Linézolide, tédizolide 
   

Quinolones :  
Inhibition de la synthèse d’ADN par inhibition des ADN gyrase et/ou le blocage de la 

topoisomérase IV 
1ère génération Acide pipémidique, fluméquine 

Fluoroquinolones 
(2ème génération) 

Urinaire Norfloxacine, loméfloxacine, enoxacine, 
Systémique Ofloxacine, ciprofloxacine, péfloxacine 
Anti-pneumococcique Levofloxacine, moxifloxacine 

 
Produits nitrés : 
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Prodrogues possédant un radical NO2 pouvant être réduit en un dérivé toxique pour l’ADN 
par substitutions de bases ou cassures 

Nitrofuranes Nitrofurantoïne, nifuroxazide 
Nitro-imidazolés Métronidazole, ornidazole, tinidazole 
 

Rifamycine :  
Inhibition de la synthèse d’ARN par blocage des ARN polymérase 

Rifamycine, rifampicine, rifabutine, 
   

Sulfamide antibactérien : 
Inhibiteur de la synthèse de vitamine B9 par inhibition de la dihydroptéroate synthétase 

Suldadiazine, sulfaméthisol, sulfafurazole 
 

Polypeptides :  
Perturbateur de la membrane cytoplasmique bactérienne 

Polymyxines Polymyxine B, colistine 
Gramicidine et 

tyrocidine Gramicidine, bacitracine, tyrothricine 

Lipopeptide Daptomycine 

Antituberculeux : 

Isoniazide Inhibiteur de la synthèse de la paroi bactérienne 

Pyrazinamide Inhibiteur de la synthèse des acides gras à chaînes courtes du bacille de 
koch 

Ethambutol Inhibiteur de la synthèse des acides mycoliques par inhibition de 
l’arabinosyl-transférase 

   

Autres antibiotiques : 

Fosfomycine Inhibiteur de la synthèse de la paroi bactérienne (agit sur la pyruvyl-
transférase) 

Acide fusidique Inhibiteur de la synthèse protéique par interaction avec le facteur 
d’élongation G 

Fidaxomicine Inhibition de la synthèse d’ARN en empêchant la reconnaissance des 
promoteurs -35 et -10 par le facteur s 

Triméthoprime Inhibiteur de la synthèse de vitamine B9 par inhibition de la 
dihydrofolate réductase 

 

 

1.2. Utilisation des antibiotiques dans le monde 

Les antibiotiques sont omniprésents en santé humaine et animale. Ils sont utilisés par tous 

les pays de monde et sont essentiels pour traiter et prévenir les infections bactériennes. Deux 

principaux indicateurs sont utilisés afin d’évaluer la consommation d’antibiotiques. D’un côté 
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on retrouve la consommation globale exprimée en Dose Définie Journalière (DDJ). Et de l’autre 

on retrouve le taux de consommation d’antibiotique exprimé en DDJ pour 1 000 habitants et 

par jour.  

Entre 2000 et 2015, la consommation globale mondiale d’antibiotique est passée de 21,1 

milliards de DDJ à 34,8 milliards de DDJ, ce qui correspond à une augmentation de 65 %. Cette 

augmentation est majoritairement due aux pays à revenu faible et intermédiaire (PRFI) où la 

consommation globale a augmenté de 114 % tandis que dans les pays à revenu élevé (PRE), 

l’augmentation n’a été que de 6 %. Le taux de consommation mondiale d’antibiotiques a quant 

à lui augmenté de 39 % (de 11,3 à 15,7 DDJ / 1 000 habitants par jour). De la même manière, 

l’évolution du taux de consommation est fonction du niveau de revenu. Les PRFIs ont vu leur 

taux de consommation augmenter de 77 %. A l’inverse, le taux de consommation a diminué de 

4 % dans les PRE (figure 1A) (Klein et al., 2018). 

Cependant, si on s’intéresse au taux de consommation par pays, on remarque que ce sont 

les PREs qui sont responsables de la majeure partie de consommation d’antibiotique. En effet, 

même si en 2015 on retrouve 4 PRFI dans les 6 plus gros consommateurs d’antibiotiques, le 

taux de consommation des PRE est presque 2 fois plus important que celui des PRFI (25,7 DDJ 

/ 1 000 habitants par jour contre 13,5 DDJ / 1 000 habitants par jour) (figure 1B) (Klein et al., 

2018).  
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Figure 1 : Évolution de la consommation d'antibiotique mondiale entre 2000 et 2015. (A) : évolution du taux de 
consommation national en antibiotique entre 2000 et 2015 exprimé en DDJ / 1 000 habitants / jour. (B) : taux de 
consommation national en antibiotique en 2015 exprimé en DDJ / 1 000 habitants / jour (Klein et al., 2018).  

 
Mis à part le niveau de consommation d’antibiotique, une autre observation problématique, 

est l’augmentation importante de l’utilisation d’antibiotiques de dernière ligne comme les 

carbapénèmes ou les polymyxines que ce soit chez les PRFIs ou les PREs (Klein et al., 2018).  

Si tous les pays continuent d’augmenter leur consommation d’antibiotique à un niveau 

similaire aux taux observés entre 2000 et 2015, la consommation globale d’antibiotique devrait 

atteindre, en 2030, 128 milliards de DDJ ce qui correspondrait à une augmentation de 202 %. 

Concernant le taux de consommation d’antibiotique, il devrait atteindre 41,1 DDJ par 1 000 

habitants et par jour, ce qui équivaudrait à une augmentation de 161 % (Klein et al., 2018).  
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Cependant même si ce sont les PRFI qui sont responsables de la majeure partie de 

l’augmentation de cette consommation, ce sont les PREs qui sont les plus gros consommateurs. 

Il est essentiel d’équilibrer l’accès et l’utilisation des antibiotiques notamment dans les PRFIs 

où les maladies infectieuses sont encore très problématiques. Il est urgent de diminuer fortement 

la consommation d’antibiotique dans les PREs et d’utiliser de manière plus judicieuse les 

antibiotiques efficaces dans les PRFIs, afin de ralentir l’apparition de résistance.  

En effet en 2015, l’OMS déclarait : « la résistance aux antimicrobiens est devenue l’une des 

plus graves menaces des temps modernes pour la santé mondiale » (OMS, 2015).  La même 

année, le Centre européen de prévention et de contrôle des maladies (ECDC) a publié une 

analyse sur l’impact de l’antibiorésistance en Europe. Tous les ans en Europe, il y a plus de 

650 000 infections à des bactéries résistantes à des antibiotiques, 63,5 % d’entre elles sont 

nosocomiales et cela conduit à plus de 33 000 décès par an (Cassini et al., 2019). Dans le 

monde, c’est 700 000 personnes qui décèdent par an à cause de la résistance aux antibiotiques, 

et ce nombre risque d’augmenter drastiquement dans les prochaines années. En effet, en 2014, 

le gouvernement britannique a commandé la « Review on Antimicrobial Resistance », dirigée 

par Jim O'Neill, un économiste britannique. La revue a pour but d’étudier l’impact de 

l’antibiorésistance, notamment au niveau économique. Publié en 2016, l’article prédit qu’en 

2050, 10 millions de décès par an seront imputables à l’antibiorésistance (O’Neill, 2014).  

En effet, si les antibiotiques n’étaient plus efficaces, de nombreuses interventions 

chirurgicales seraient risquées. Par exemple, l’utilisation prophylactique d’antibiotiques lors de 

césariennes a réduit l'incidence de complications infectieuses graves de 60 % à 70 % (Smaill 

and Grivell, 2014). En plus des interventions chirurgicales, d’autres patients seraient touchés, 

notamment ceux atteints de cancers, du VIH et plus généralement tous les patients 

immunodéprimés. Les transplantations deviendraient également plus à risque d’infection car 

pour éviter le rejet aigu du greffon, les patients suivent un traitement immunosuppresseur. 

Pour toutes ces raisons, la lutte contre l’antibiorésistance est aujourd’hui l’une des 

problématiques majeures de la santé. 

2. L’antibiorésistance chez les bactéries : 

En 1854, Charles Darwin publie le fameux ouvrage « L’Origine des espèces » (Darwin, 

1859). Il y aborde deux grandes théories : la théorie de la sélection naturelle et la théorie de 
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l’évolution. Même s’il a fallu plusieurs décennies pour que ces théories soient acceptées par 

toute la communauté scientifique, on admet aujourd’hui que toutes les espèces évoluent et que 

les individus les mieux adaptés à l’environnement sont sélectionnés, c’est la sélection naturelle. 

L’apparition de résistances aux antibiotiques est donc un processus naturel. Lorsqu’on exerce 

une pression de sélection sur des bactéries en ajoutant des antibiotiques dans leur milieu de vie, 

les bactéries résistantes sont naturellement sélectionnées. La question que l’on doit se poser 

n’est pas « est-ce que cette espèce bactérienne deviendra résistante à cet antibiotique ? » mais 

« quand est-ce que cette espèce bactérienne deviendra résistante et comment retarder le 

phénomène ? ».  

Le problème de l’antibiorésistance fût soulevé par Fleming dès 1945. Il affirme que « toutes 

les souches d'espèces bactériennes généralement considérées comme sensibles à la pénicilline 

ne sont pas réellement sensibles à cet antibiotique ». Flemming préconise même déjà la 

réalisation d’une sorte d’antibiogramme afin d’utiliser de façon plus intelligente la pénicilline 

(Fleming and Queen, 1946). Dans une entrevue accordée au New York Times la même année, 

Fleming avertit sur le mésusage de la pénicilline et prédit qu’une mauvaise utilisation pourrait 

contribuer à la sélection de souches résistantes (NYT, 2015). L’avenir lui donnera raison 

puisque 30 ans après l’introduction de la pénicilline pour le traitement des infections à 

Staphylococcus aureus, 80 % des souches étaient résistantes (Monaco et al., 2017).  

Ce phénomène est commun à tous les antibiotiques utilisés aujourd’hui en thérapeutique 

humaine. Quelques années après leurs commercialisations, les premiers cas de résistance 

apparaissent (figure 2). 
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Figure 2 : Frise chronologique de la découverte des antibiotiques et de l'apparition de souches résistantes à ces 
antibiotiques.  
NP : Natural product, UN : ONU, AMR : Antimicrobial resistant. (Hutchings et al., 2019) 
 

 
Mais afin de lutter contre l’antibiorésistance, il faut d’abord comprendre comment elle 

apparaît. 

2.1. L’apparition de l’antibiorésistance chez les bactéries 

La résistance aux antibiotiques peut être une propriété intrinsèque de la cellule bactérienne. 

En effet, certains antibiotiques du fait de leur mécanisme d’action n’agissent que sur certains 

genres bactériens. C’est par exemple le cas pour la colistine, un antibiotique appartenant à la 

famille des polymyxines. La colistine se lie aux groupements phosphates chargés 

négativements du lipide A du lipopolysaccharide (LPS) de la membrane externe des bactéries 

à Gram négatifs. Cela conduit à une déstabilisation de la membrane externe et de l’enveloppe 

cellulaire conduisant à la lyse de la bactérie. Chez les bactéries Gram positives, la colistine est 

inefficace car les charges négatives de l’enveloppe cellulaire sont neutralisées par des 
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modifications chimiques comme la D-alanylation, rendant naturellement résistantes ces 

bactéries à cet antibiotique.  

Cependant, la résistance aux antibiotiques peut également être acquise. En effet, les 

génomes bactériens, bien que stables, sont remarquablement dynamiques à l'échelle de 

l'évolution. Cette diversité génétique peut être obtenue par des mutations de l'ADN 

chromosomique, des réarrangements du génome ou par l'acquisition de séquences d'ADN 

provenant d'organismes apparentés éloignés dans un processus appelé transfert horizontal de 

gènes (HGT) (Darmon and Leach, 2014). 

2.1.1. Les mutations et modifications génétiques 

L’ADN des bactéries peut muter aléatoirement. Par exemple pour E. coli le taux de mutation 

moyen est de 5,4 × 10!"# par paire de bases par génome répliqué. Autrement dit, chaque paire 

de base à une probabilité de 1 sur 1,85 milliard de muter. Le taux de mutation peut également 

être exprimé en nombre de mutation par génome répliqué. La valeur de 3,4 × 10!$ est 

conservée chez de nombreux microorganismes testés (Paolozzi et al., 2021). 

 Certaines mutations peuvent engendrer un atout pour la bactérie comme une meilleure 

résistance à la chaleur ou une résistance à un toxique. D’autres mutations n’apportent rien ou 

peuvent même être délétères. La sélection naturelle fait que seules les mutations avantageuses 

sont sélectionnées dans la lignée évolutive de la souche bactérienne. Il est donc possible qu’une 

souche bactérienne acquière une mutation lui conférant une résistance à un antibiotique. Cette 

mutation sera alors sélectionnée lors du traitement antibiotique car seules les bactéries 

résistantes pourront se multiplier. Même si ce phénomène est assez rare, de l’ordre d’une 

bactérie sur 1 milliard, l’importante densité bactérienne présente lors d’un processus d’infection 

conduit forcément à l’émergence d’un clone résistant à un antibiotique lorsqu’il est utilisé seul. 

L’utilisation simultanée de deux antibiotiques aux mécanismes d’action différents permettrait 

de faire chuter la probabilité d’apparition de clone résistant aux deux antibiotiques à 1 bactérie 

sur 10"% (Institut Pasteur, 2021; Paolozzi et al., 2021). Cependant, même si une bithérapie est 

parfois envisagée dans certains cas, comme lors d’infections nosocomiales respiratoires graves 

(Ahmed et al., 2014; HAS, 2019), l’utilisation simultanée de deux antibiotiques peut conduire 

à l’apparition de bactéries multirésistantes, et d’après une étude menée en 2013 alliant 

modélisation mathématique et expérience d’évolution in vivo, l’utilisation synergique de deux 
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antibiotiques pourrait être dans certains cas la pire stratégie à adopter si la clairance bactérienne 

n'est pas obtenue après la première phase de traitement, car la pression de sélection exercée par 

l’administration concomitante des deux antibiotiques est telle qu'une bactérie multirésistante 

émerge systématiquement dès le premier jour de traitement (Pena-Miller et al., 2013). 

De manière générale, les mutations qui conduisent à une résistance à un antibiotique altèrent 

son action via un des mécanismes suivants : i) modification de la cible de l’antibiotique : 

conduisant à une diminution de l’affinité de l’antibiotique envers sa cible. ii) modification de 

l’import/export de l’antibiotique, conduisant à une diminution de son importation ou à une 

augmentation de son extrusion par des mécanismes d’efflux membranaire. iii) modifications 

globales d’importantes voies de signalisation métabolique via la modulation du système de 

régulation (Munita and Arias, 2016). Ces mécanismes sont souvent des mécanismes généraux 

et peuvent parfois conduire à l’apparition de résistance à plusieurs types d’antibiotiques. 

Si nous reprenons l’exemple de la résistance à la colistine, une des stratégies permettant aux 

bactéries Gram négatives d’échapper à l’effet bactéricide de cet antibiotique repose sur des 

modifications du LPS réduisant la charge négative de la membrane externe empêchant ainsi la 

liaison et l’action de l’antibiotique. Cela peut être réalisée en modifiant les groupements 

phosphate (PO4-) chargés négativement du lipide A en ajoutant un groupement 4-amino-4-

deoxy-L-Arabinose (L-Ara4N) ou un groupement phosphoéthanolamine (PetN). Chez 

Klebsiella pneumoniae, cela peut être accompli par des systèmes régulateurs à deux composants 

comme PmrA/B et PhoP/Q. Des mutations dans ces systèmes ou leurs régulateurs conduit à une 

augmentation de leur expression et est accompagné par un ajout majoré de groupement 

cationique au LPS conduisant une diminution de la charge négative globale de la membrane 

externe induisant ainsi une résistance accrue à la colistine. D’autres mutations comme une 

inactivation du gène mgrB par des séquences d’insertions ou des mutations non-sens conduisent 

également à une surexpression de l’opéron phoPQ, augmentant ainsi la résistance à la colistine. 

Les mutations dans mgrB représentent la principale cause de résistance à la colistine dans les 

souches clinique de K. pneumoniae (El-Sayed Ahmed et al., 2020).   

Les antibiotiques peuvent aussi promouvoir l’acquisition de résistance. En effet, certains 

antibiotiques induisent des dommages à l’ADN ou un arrêt de la réplication comme les 

quinolones qui inhibent l’ADN gyrase, les dérivés nitrés qui produisent des dérivés toxiques 

pour l’ADN ou encore le triméthoprime et les sulfamides antibactériens qui perturbent la 
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synthèse des bases puriques et pyrimidiques. Tout cela conduit à la production d’un stress 

génotoxique transitoire qui stimule la réponse SOS chez les bactéries. Pendant la réponse SOS, 

le génome des bactéries se réarrange, mute et l’expression de plusieurs gènes est modifiée. Cela 

conduit parfois à l’acquisition de caractéristiques qui potentialisent la survie et l’adaptation des 

bactéries à une pression environnementale (Blázquez et al., 2002; Baharoglu and Mazel, 2014).  

Par exemple, la réponse SOS est connue pour activer le réarrangement de certains intégrons 

mobiles et du super-intégron (SI) de V. cholerae (Guerin et al., 2009). Un intégron est une 

structure génétique composée d’une plateforme stable et d’une partie variable composée de 

cassettes. La plateforme stable est composée d’un gène codant pour une intégrase ainsi que d’un 

promoteur, le Pc promoteur, permettant l’expression des cassettes situées en aval. Le nombre 

de cassettes contenues dans un intégron est variable, et peut aller d’une dizaine de cassettes à 

plusieurs centaines comme c’est le cas pour le SI de V. cholerae qui contient environ 180 

cassettes. Les cassettes n’ont pas de promoteur propre, ainsi seules les premières cassettes de 

l’intégron, en aval du Pc promoteur, sont exprimées. Les autres sont silencieuses et stockées à 

bas coût biologique dans le génome de la bactérie. L’intégrase permet l’excision des cassettes 

et leur réinsertion au début de l’intégron (figure 3). Ce processus s’appelle : integron shuffling 

(réarrangement de l’intégron) (Richard et al., 2022).  

 

Figure 3 : Structure d’un intégron (Richard et al., 2022).  
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Lors d’un stress génotoxique, la réponse SOS conduit, entre autres, à l’induction de 

l’expression de l’intégrase activant fortement le réarrangement de l’intégron. Ainsi des cassettes 

silencieuses peuvent se réinsérer au début de l’intégron et devenir exprimées. Cela peut 

conduire à l’expression d’un gène permettant la dégradation ou l’export de l’antibiotique, 

rendant la bactérie résistante à celui-ci. Il est souvent considéré que les mécanismes de 

résistance aux antibiotiques sont couteux pour les bactéries les hébergeant, conduisant à leur 

disparition en l’absence d’exposition aux antibiotiques. Cependant, grâce aux intégrons, les 

gènes de résistances aux antibiotiques peuvent être stockés à bas coût biologique, et exprimés 

uniquement en cas de besoin. Ainsi il est possible que la résistance aux antibiotiques persiste 

dans le temps dans la bactérie même en absence d’exposition (Guerin et al., 2009).  

2.1.2. Le transfert horizontal de gène 

En plus de la sélection de la résistance aux antibiotiques par modification génétique, du 

nouveau matériel génétique peut également être échangé entre les micro-organismes. Ce 

transfert de gènes horizontal peut fournir à la bactérie un nouveau matériel génétique qui 

engendrerait une résistance aux antibiotiques. Les échanges de matériaux génétiques entres les 

micro-organismes peuvent être très importants, jusqu’à une bactérie sur 100 (Institut Pasteur, 

2021). 

Les principaux moteurs du transfert horizontal de gènes sont les éléments génétiques 

mobiles (MGE), des segments d'ADN qui catalysent leur propre mouvement dans et entre les 

génomes. Les MGE comprennent entre autres les phages, les îlots chromosomiques inductibles 

par les phages (PICI), les éléments transposables, les chromosomes à cassette 

staphylococciques (SCC), les éléments conjugatifs intégratifs (ICE) et les plasmides (Frost et 

al., 2005). 

 Il existe plusieurs mécanismes de transmission, parmi les plus importants on peut citer : la 

conjugaison, la transduction et la transformation (figure 4).  
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Figure 4 : La transmission de matériels génétiques entre les micro-organismes (Holmes et al., 2016). 

 

2.1.2.1. La conjugaison 

La conjugaison est probablement le mécanisme le plus fréquent. Elle correspond au transfert 

d’un élément génétique mobile de type ICE/IME ou plasmidique d’une bactérie à une autre par 

l’intermédiaire de pili sexuels, un système de sécrétion de type IV (T4SS).  

Les plasmides sont des éléments d'ADN extrachromosomiques circulaires capables de se 

répliquer de manière semi-autonome en recrutant des enzymes de la cellule hôte. Les plasmides 

portent les gènes nécessaires à leur réplication et à leur transmission, ainsi que des gènes dits 

accessoires qui, dans des conditions environnementales spécifiques, fournissent des traits 

bénéfiques tels que la résistance aux antibiotiques, la tolérance aux métaux lourds, la virulence, 

le métabolisme des sources de carbone ou encore la nodulation des racines. Les plasmides, et 

donc les gènes de résistance aux antibiotiques (ARGs) et les facteurs de virulence qu'ils portent, 

peuvent se propager au sein des populations bactériennes par compétence naturelle, par 

transduction ou par conjugaison (Wein and Dagan, 2020). Les ICE, également appelés 

transposons conjugatifs, sont des MGEs qui, contrairement aux plasmides, ne peuvent pas rester 

sous une forme extrachromosomique et doivent obligatoirement s’intégrer dans le génome de 

la bactérie hôte dans laquelle ils résident afin d’être répliqué. Ils possèdent plusieurs modules 
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génétiques permettant leur intégration et excision du génome et leur conjugaison ainsi que des 

gènes cargo, non essentiel pour leur cycle de vie, mais conférant un phénotype, parfois 

avantageux, à la cellule hôte (Johnson and Grossman, 2015).  

La conjugaison, un phénomène très répandu chez les bactéries à Gram positif et négatif, est 

le transfert d'ADN d'un donneur à une bactérie réceptrice par contact direct. Ce mécanisme fait 

intervenir trois systèmes moléculaires clés : le relaxosome, la protéine de couplage de type 4 

(T4CP) et le système de sécrétion de type IV (T4SS). La relaxase, souvent associée à d'autres 

protéines dans le relaxosome, interagit au niveau de l'origine du transfert (oriT), produit une 

coupure simple brin au niveau d’une séquence spécifique (site nic), et s'y lie de manière 

covalente. Ensuite, la T4CP, une ATPase, couple le filament nucléoprotéique comprenant 

l'ADN simple brin (ADNsb) et la relaxase avec le T4SS. Enfin, le T4SS, un grand complexe 

protéique qui traverse les deux membranes cellulaires, délivre le filament nucléoprotéique de 

la cellule mère (donneuse) à la cellule fille (receveuse). Une fois dans le nouvel hôte, la relaxase 

ligature l'ADN importé, générant une molécule monocaténaire qui est ensuite répliquée par la 

machinerie cellulaire. À la fin du processus du conjugaison, une copie du MGE est retrouvée 

dans chaque cellule. Les plasmides restent majoritairement sous la forme extrachromosomique 

tandis que les ICE s’intègrent dans le génome de la bactérie receveuse (Smillie et al., 2010; 

Cury et al., 2020; Ares-Arroyo et al., 2022). L'ADN entrant dans une cellule par ce mécanisme 

est relativement protégé contre les systèmes de défense bactériens grâce à la synthèse du brin 

complémentaire avec des modifications épigénétiques spécifiques à l'hôte mais aussi grâce aux 

systèmes anti-défense qui peuvent être codés sur le brin principal (leading region) qui est la 

première à pénétrer dans les cellules réceptrices (Samuel and Burstein, 2023). Plusieurs types 

de mécanismes de conjugaison ont été identifiés, chacun étant caractérisé par la présence d'un 

ensemble distinct de gènes et de protéines impliqués dans le processus de conjugaison.  

En fonction de leurs capacités à se déplacer, on peut distinguer trois types de plasmides : 

les plasmides conjugatifs, mobilisables et non mobilisables. Les plasmides conjugatifs sont 

ceux qui codent tous les éléments fonctionnels nécessaires à un transfert autonome. Les 

plasmides mobilisables, comme leur nom l'indique, sont ceux qui, bien qu'ils ne portent pas 

tous les facteurs nécessaires au transfert, en contiennent certains, généralement une relaxase 

et/ou un oriT, qui leur permettent d'être transférés en détournant la machinerie conjugative 

d'éléments conjugatifs co-résidents. Enfin, les plasmides non mobilisables sont ceux qui ne 
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contiennent aucun des composants susmentionnés et qui, par conséquent, ne peuvent pas se 

déplacer par ce mécanisme (Ares-Arroyo et al., 2022). 

2.1.2.2. La transduction 

La transduction est un processus par lequel les bactériophages, aussi plus simplement appelé 

phages, transfèrent du matériel génétique d'une bactérie à une autre. Les phages sont des virus 

infectant les bactéries et utilisant la machinerie cellulaire bactérienne afin de se répliquer. On 

distingue deux grands types de phage : les phages lytiques et les phages lysogéniques. 

Les phages lytiques utilisent le cycle lytique afin de répliquer leur ADN. Une fois que le 

phage a infecté une cellule bactérienne, il prend le contrôle de sa machinerie cellulaire, 

produisant ainsi un nombre important de nouvelles particules virales jusqu'à l’éclatement de la 

cellule bactérienne permettant leur libération. Il s'agit d'un processus rapide et très efficace pour 

infecter et tuer les cellules bactériennes. Au cours du cycle lytique, le phage peut également 

récupérer des morceaux d'ADN bactérien, qui peuvent ensuite être transférés à une autre 

bactérie lors d'infections ultérieures. Ce processus est appelé transduction généralisée. 

En revanche, les phages lysogènes intègrent leur ADN dans le chromosome bactérien, 

devenant ainsi un prophage et les bactéries les hébergeant des bactéries lysogènes. Pendant la 

réplication du chromosome bactérien, le prophage va également être répliqué et transmis aux 

cellules filles pendant la division cellulaire. Dans certaines conditions, endommageant l’ADN 

comme l'exposition aux rayons UV ou à certains antibiotiques, le prophage peut s'exciser du 

chromosome bactérien et entrer dans le cycle lytique, entraînant ainsi la lyse de la cellule 

bactérienne et la libération de nouvelles particules phagiques. Ce processus, appelé induction, 

peut conduire à une transduction spécialisée si le prophage s'excise de manière incorrecte et 

emporte avec lui de l'ADN bactérien adjacent. La transduction peut avoir des conséquences 

importantes sur l'évolution bactérienne et la propagation des gènes de résistance aux 

antibiotiques (Lerminiaux and Cameron, 2019). 

2.1.2.3. La transformation 

La transformation bactérienne est un processus par lequel les bactéries absorbent des 

molécules d'ADN étrangères dans leur environnement et les incorporent dans leur propre 

génome. Ce processus a été découvert pour la première fois chez Streptococcus pneumoniae 

par Frederick Griffith en 1928 et a depuis été observé chez de nombreuses autres espèces 
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bactériennes (Griffith, 1928). Les molécules d’ADN étrangères absorbées par les bactéries se 

présentent généralement sous la forme de fragments d'ADN double brin, tels que ceux libérés 

par la lyse d'autres bactéries dans l'environnement. Ces fragments d'ADN doivent être 

suffisamment longs pour contenir un gène fonctionnel ou un élément régulateur et avoir des 

séquences homologues au génome de l’hôte, ce qui permet leur recombinaison et leur 

intégration. La transformation joue un rôle crucial dans l'évolution et l'adaptation des bactéries 

en permettant l'acquisition de nouveaux gènes et de nouveaux caractères pouvant être bénéfique 

à la bactérie.  

La transformation peut se produire naturellement chez de nombreuses espèces bactériennes 

et dépend de divers facteurs, tels que la structure de la paroi cellulaire, l'état de compétence des 

cellules et la nature des fragments d'ADN. Nous pouvons prendre l’exemple de Vibrio cholerae, 

la bactérie responsable du choléra, qui utilise son système de sécrétion de type VI (T6SS) afin 

de stimuler la transformation. Le T6SS est une machinerie bactérienne permettant la délivrance 

de toxines aux cellules voisines. Ce système est utilisé par V. cholerae pour éliminer la 

concurrence et exercer un contrôle social dans les communautés microbiennes. Cette bactérie 

utilise son T6SS pour tuer les cellules voisines et absorber l'ADN libéré par ces cellules. En 

intégrant cet ADN étranger dans son propre génome, V. cholerae peut rapidement évoluer et 

acquérir de nouvelles capacités, comme des gènes de résistance aux antibiotiques ou des gènes 

de virulence (Borgeaud et al., 2015).  

Comme nous l’avons vu, les bactéries sont capables de devenir résistantes aux antibiotiques 

soit par mutations génétiques, soit par acquisition de gènes de résistances par transfert 

horizontal de gène. Les antibiotiques peuvent même parfois promouvoir l’apparition de ces 

résistances, mettant en avant le fait qu’une utilisation contrôlée et adéquate est importante afin 

de limiter l’apparition de résistance.  

2.2.  L’antibiorésistance, un problème global 

Dans notre organisme, nous hébergeons des milliards de bactéries qui cohabitent, au sein 

de microbiotes. Le corps humain est composé de plusieurs microbiotes différent au niveau de 

la peau, des cavités nasales, du vagin, des intestins… L’ensemble de ces microbiotes forme le 

microbiome. Celui-ci est composé de bactéries commensales comme Lactobacillus ou 

Bacteroides mais certaines peuvent être des bactéries pathogènes occasionnelles comme 
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Bacteroides fragilis, Escherichia coli ou Staphylococcus aureus. Le microbiome de chaque 

humain est unique puisqu’il se compose des bactéries rencontrées dans notre environnement 

proche. Dès les premiers jours de vie, la flore vaginale de la mère ainsi que le lait maternel ou 

industrialisé vont participer à la formation de notre microbiome. Le microbiome du nouveau-

né va également acquérir de nouvelles bactéries par l’intermédiaire de ses parents par transfert 

de bactérie du microbiote du parent vers l’enfant. Puis de nombreuses autres bactéries viennent 

compléter ce microbiote tout au long de la vie, provenant de notre environnement proche et de 

notre alimentation.  

Les antibiotiques sont très largement utilisés en médecine humaine et animale afin de lutter 

contre les infections bactériennes, mais généralement, leur spectre d’activité ne se limite pas 

aux bactéries pathogènes. En effet, bien que les antibiotiques soient efficaces contre de 

nombreuses bactéries pathogènes, ils agissent également sur les bactéries commensales de nos 

microbiotes. Cette aspécificité peut conduire à l’apparition de dysbiose, c’est-à-dire, à un 

dérèglement de notre écosystème bactérien pouvant participer à l’apparition de nombreux 

troubles variés comme des allergies, des troubles intestinaux, de l’hypertension ou encore des 

troubles psychiques (Yang et al., 2015; Cryan et al., 2019).  De plus, comme nous l’avons vu 

précédemment, les antibiotiques sélectionnent naturellement les bactéries résistantes de nos 

microbiotes, et certains antibiotiques sont connus pour stimuler l’apparition de résistance que 

ce soit par mutations génétiques ou transferts de gènes horizontaux. C’est pourquoi les 

antibiotiques doivent être utilisés avec discernement et leur utilisation se doit d’être encadrée 

et règlementée comme c’est le cas en France. Mais ce n’est pas le cas dans tous les pays du 

monde et cela peut avoir des conséquences désastreuses, car outre le fait que les infections 

bactériennes sont de plus en plus résistantes aux antibiotiques et que de nombreux patients 

meurent d’infections pour lesquelles les antibiotiques ne sont plus efficaces, ces bactéries 

multirésistances et ces antibiotiques se retrouvent finalement dans l’environnement. Et 

l’environnement joue un rôle clé dans l’apparition et la dissémination de l’antibiorésistance. En 

effet, comme nous l’avons souligné, il participe grandement à l’élaboration de notre 

microbiome, et si des bactéries résistantes aux antibiotiques se retrouvent dans notre 

environnement proche, nous avons de grande chance de les retrouver également au sein de nos 

microbiotes !  
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La présence de résistances aux antibiotiques dans l’environnement a plusieurs causes. 

Premièrement bien que les antibiotiques soient utilisés en médecine animale, ils ont été et sont 

encore utilisés dans certains pays en tant que promoteur de croissance dans les élevages, et cette 

utilisation promeut l’apparition et la dissémination de résistance. On peut citer par exemple le 

cas de la résistance à l’ampicilline, un antibiotique appartenant à la famille des β-lactamines à 

large spectre, très largement utilisé en thérapeutique humaine et commercialisé au début des 

années 1960. Peu après sa commercialisation, des souches de Salmonella enterica 

Typhimurium résistantes à l’ampicilline ont causé plusieurs épidémies en Europe. L’apparition 

de souches résistantes, si peu de temps après sa commercialisation, laissait penser que des 

souches résistantes étaient déjà présentes avant son utilisation en thérapeutique humaine. Des 

chercheurs du Public Health Laboratory Service de Londres, au Royaume-Unis, ont décidé 

d’étudier comment cette résistance était apparue aussi rapidement et ont montré que le gène de 

résistance à l’ampicilline est apparu, chez l’Homme, avant le début de sa commercialisation, 

probablement à cause de l’utilisation de pénicilline G, un autre antibiotique de la même famille, 

dans l’élevage en tant que promoteur de croissance (Anderson and Lewis, 1965). Depuis 2006, 

cette pratique est interdite dans l'Union européenne, mais de nombreux autres pays ont continué 

à l'utiliser malgré cette interdiction (Commission Européenne, 2005). En novembre 2017, 

l'OMS a souligné les risques liés à cette pratique et a recommandé son arrêt (OMS, 2017). 

L’utilisation des antibiotiques dans les élevages n’est pas la seule cause de la présence de 

bactéries résistantes dans l’environnement. On retrouve par exemple des antibiotiques dans 

l’environnement en Amérique latine et en aval de nombreuses industries pharmaceutiques, 

révélant une gestion des eaux usées insuffisantes (Fick et al., 2009; Reichert et al., 2019). Or, 

leur présence, même à des concentrations 100 fois inférieures à la concentration létale, peut 

induire la réponse SOS et conduire à l’apparition de résistance aux antibiotiques (Baharoglu et 

al., 2013).  

Étant donné que l’on retrouve des bactéries résistantes dans notre environnement proche, 

dans l’eau et même dans la nourriture, il est normal de retrouver des bactéries résistantes aux 

antibiotiques au sein de nos microbiotes (Walsh et al., 2011; Jans et al., 2018). De nombreuses 

études ont constaté la présence de bactéries résistantes dans nos microbiotes, même en l’absence 

de traitement antibiotique récent. On peut par exemple cité cette étude menée par des chercheurs 

d’un hôpital à New Delhi, en Inde, qui souligne que 41,5 % des nourrissons naïfs aux 
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antibiotiques étudiés étaient porteurs d’entérobactéries productrices de β-lactamases à spectre 

étendu (EBLSE) (Kothari et al., 2013).  

Pour lutter efficacement contre l'antibiorésistance, il est donc nécessaire de prendre en 

compte l'environnement et d'avoir une approche globale : c'est le concept de « One Health » 

(McEwen and Collignon, 2018). 

Il est important de moins et mieux utiliser les antibiotiques, car comme nous l’avons vu, ils 

promeuvent, par leur mécanisme d’action, l’apparition de résistance. Parfois l’arrêt d’utilisation 

d’un antibiotique pour une bactérie permet une diminution du taux de résistances. En effet, les 

mécanismes de résistances représentent un coût énergétique pour la bactérie et en l’absence de 

pression de sélection, ce mécanisme est perdu. C’est par exemple le cas pour la résistance aux 

fluoroquinolones chez E. coli, en effet entre 2011 et 2018, l’utilisation des fluoroquinolones 

dans les élevages de porcs et volailles en France a diminué de 70 %. Cette diminution d’usage 

s’accompagne d’une diminution d’infection à E. coli résistantes aux fluoroquinolones chez les 

animaux malade d’en moyenne 50 % (Perrin-Guyomard et al., 2020). Cependant ce cas de 

figure n’est pas partagé pour toutes les bactéries et antibiotiques, en effet certain cas, même si 

l’on arrête de les utiliser, les mécanismes de résistances persistent dans la bactérie, car ils sont 

peu coûteux. C’est par exemple le cas lorsque les gènes de résistances sont présents dans un 

intégron qui permet leur conservation à bas coût biologique.  

C’est pourquoi, il est urgent de trouver des alternatives aux antibiotiques ou de nouveaux 

antibiotiques afin de continuer de lutter contre les infections bactériennes. Dans la suite de ce 

manuscrit, nous aborderons succinctement plusieurs stratégies aujourd’hui en développement 

avant de nous concentrer sur une stratégie détournant la conjugaison bactérienne afin de lutter 

contre les infections bactériennes multirésistantes. 

3. Les bactériophages : 

3.1.  Caractéristiques générales  

Les bactériophages, aussi appelés plus simplement phages, sont des virus infectants 

spécifiquement et exclusivement les bactéries. Les phages sont responsables de la mort d’en 

moyenne 50 % des bactéries par jour sur Terre (Díaz-Muñoz and Koskella, 2014).  Cette 

pression de sélection importante a conduit les bactéries à développer de nombreux systèmes de 
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défense contre les phages comme les enzymes de restriction ou encore les systèmes CRISPR-

Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats - CRISPR associated 

genes/proteins).  

Il existe plusieurs types de phages en fonction de leur taille et de leur structure. D’une 

manière générale, les phages ont une taille moyenne de 25 à 200 nm. Ils sont composés d’une 

capside protéique renfermant un génome d'acide nucléique d'ADN ou d'ARN, et le plus souvent 

d’une queue par laquelle transite l’ADN ou l’ARN du phage lors de l’infection de la bactérie 

(figure 5). La capside, qui a souvent une structure polyédrique ou cylindrique, peut être 

entourée d'une enveloppe lipidique chez certains phages.  

 
Figure 5 : Structure d'un bactériophage T4 (infectant spécifiquement E.coli).  
1 : Tête, 2 : Queue, 3 : Acide nucléique, 4 : Capside, : 5 : Collier, 6 : Gaine, 7 : Fibres de queue, 8 : Épines, 9 : 
Plaque basale (Dufour and Debarbieux, 2017). 

Les phages présentent une spécificité importante et très étroite, envers leur cible 

bactérienne. Ils ne peuvent en général infecter qu’une seule espèce de bactéries. Il est même 

courant qu’au sein de cette espèce, seules certaines souches soient sensibles au phage. Cette 

spécificité est due à la présence de récepteurs situés à la surface de la cellule bactérienne utilisé 

par le phage pour se fixer sur la bactérie et pénétrer dans la cellule. Il existe néanmoins certains 
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phages à plus large spectre capables d’infecter plusieurs souches de la même espèce 

bactérienne. Cela les rend plus intéressants en thérapeutique humaine.  

Une fois à l'intérieur de la cellule hôte, le phage détourne la machinerie bactérienne pour 

répliquer son génome et produire de nouvelles particules phagiques. Il existe deux grands types 

de cycles infectieux : le cycle lytique et le cycle lysogénique. Les phages virulents sont des 

phages réalisant le cycle lytique. Après l’infection de la bactérie, la machinerie cellulaire 

produit un grand nombre de copies du virus qui seront libérées par la lyse de la bactérie infectée. 

Les phages tempérés sont des phages capables de réaliser le cycle lytique et lysogénique. 

Pendant la phase lysogénique, ils peuvent infecter la bactérie, intégrer leur génome au sein du 

génome bactérien (ou sous la forme d’un plasmide extrachromosomique). Le phage devient 

alors un prophage, il s’agit de la forme latente du virus. Celle-ci est transmise aux bactéries 

descendantes après division cellulaire. Enfin, sous l’effet d’un stress, le phage peut rentrer en 

cycle lytique (figure 6).  

 
Figure 6 : Cycle lytique et lysogénique des phages virulents ou tempérés (Dufour and Debarbieux, 2017). 

 

Aujourd’hui, de nombreuses stratégies alternatives aux antibiotiques se basent sur 

l’utilisation de phages. La plus connue étant probablement la phagothérapie. 

3.2. La phagothérapie 

Les phages sont des régulateurs naturels des populations bactériennes. Ils jouent par 

exemple un rôle dans l’établissement et le maintien de notre microbiome (Letarov and Kulikov, 
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2009). Leur activité antibactérienne naturelle a été découverte en 1915 par F.W. Twort (Twort, 

1915) et en 1917 par Felix d’Hérelle (D’Herelle, 2007). Même si la paternité de leur découverte 

est discutée entre les deux chercheurs, F. d’Hérelle a été le premier à donner le nom de 

bactériophages à ces virus et à les utiliser en thérapeutique (Hérelle et al., 2017). 

La thérapie par les phages ou phagothérapie a longtemps été oubliée et inexploitée dans les 

pays occidentaux car les antibiotiques étaient efficaces sur presque toutes les infections. 

Aujourd’hui, avec l’augmentation de l’antibiorésistance, la phagothérapie revient sur le devant 

de la scène. Cette méthode utilise le pouvoir lytique des phages envers les bactéries. L’idée est 

de mettre en contact un phage lytique capable d’infecter la bactérie responsable de l’infection 

avec la zone de prolifération de celle-ci. Le phage pourra ainsi infecter la bactérie et la tuer. Il 

est également important de noter que la cinétique des médicaments phagiques augmente avec 

le temps, ce qui les distingue des autres médicaments. (Dufour and Debarbieux, 2017).  

La spécificité étroite des phages limite cependant leur utilisation en thérapeutique humaine. 

Cet inconvénient peut être contourné en utilisant un cocktail de plusieurs phages ciblant 

plusieurs souches de la même espèce bactérienne. Le développement de tests de diagnostic de 

plus en plus performants et rapides pourra également jouer un rôle important dans le 

développement de la phagothérapie. Cependant, cet inconvénient est aussi un avantage car 

l’utilisation d'une thérapie ciblée permet de limiter le dérèglement du microbiome et 

l’apparition de dysbiose (Dufour and Debarbieux, 2017). Cependant, l’activité des 

bactériophages en tant qu’agents antibactériens peut être influencée par le système immunitaire 

du patient. En effet, celui-ci peut produire des anticorps spécifiques contre le bactériophage 

pouvant contribuer à son élimination rapide de l’organisme (Dabrowska et al., 2005).  

Les bactéries peuvent également devenir résistantes aux phages. Plusieurs mécanismes sont 

responsables de l’apparition de résistances et parmi les plus fréquents nous pouvons citer : i) 

l’inhibition de l’adsorption virale, ii) le blocage de l’injection de l’acide nucléique phagique, 

iii) la dégradation de l’acide nucléique phagique, iv) le « suicide » de l'hôte pour interrompre la 

propagation du phage dans la population bactérienne (abortive infection) (Dy et al., 2014). Dans 

une étude, un cocktail de 9 phages a été utilisé afin de traiter un patient infecté par Acinetobacter 

baumanii. Ce traitement, combiné avec un antibiotique après quelques jours, a permis de sauver 

le patient qui était dans un état critique. Cependant, les auteurs ont relevé la présence de 

bactéries résistantes aux phages administrés au patient après quelques jours de traitement. Pour 
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le traitement de ce patient, cela n’a pas posé de problèmes majeurs car un nouveau phage 

efficace a été isolé et ajouté au traitement. De plus, la présence d’un antibiotique en complément 

de la phagothérapie limite le risque d’apparition de résistances combinées (Schooley et al., 

2017). Cependant cela souligne le fait que les bactéries résistantes aux phages sont 

naturellement sélectionnées lors d’un traitement par phagothérapie.  C’est pourquoi il est 

important de mettre en place une réglementation et une surveillance adéquate afin d’éviter de 

reproduire les mêmes erreurs réalisées avec les antibiotiques dans le passé.  

Les phages sont également capables d’évoluer afin de déjouer ces systèmes de résistance. 

Ils peuvent par exemple modifier les fibres de leur queue pour reconnaître de nouveaux 

récepteurs à la surface des cellules bactériennes, ou encore produire des protéines anti-CRISPR-

Cas bloquant la dégradation de leur génome (Dy et al., 2014; Maxwell, 2016). C’est pourquoi 

une méthode afin de sélectionner les phages les plus efficaces contre une souche bactérienne a 

été développé : le phage training. Cette méthode, initialement développée en 1921, consiste à 

faire évoluer les phages en contact avec les bactéries que l’on veut cibler. Ainsi les phages les 

plus performants seront naturellement sélectionnés (Rohde et al., 2018).  

Aujourd’hui de nombreux médicaments à bases de phages sont en cours de développement 

et d’essais cliniques. Pour l’instant leur utilisation thérapeutiques en France se limite aux 

traitements compassionnels. Cet usage permet l’utilisation de la thérapie phagique sans 

autorisation de mise sur le marché (AMM) et est réservée exclusivement aux malades en 

impasse thérapeutique, donc dans le cas de la phagothérapie, à des patients avec des infections 

graves sans possibilité de traitement par les antibiotiques. En France, une industrie 

pharmaceutique, Pherecydes Pharma, est spécialisée dans le développement de médicaments 

phagothérapeutiques (Pherecydes Pharma, 2023).  Elle se concentre sur le développement de 

thérapie phagique contre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et E. coli, trois 

bactéries pathogènes responsables de plus de 2/3 des infections nosocomiales résistantes aux 

antibiotiques. En 2022, un candidat médicament était en cours d’essais clinique dans le 

traitement des infections ostéoarticulaire sur prothèse à S. aureus et présentait des résultats 

prometteurs (Ferry et al., 2020). D’autres essais cliniques devraient démarrer prochainement en 

2023 dans le traitement des infections urinaires à E. coli et le traitement de pneumonies à P. 

aeruginosa (Pherecydes Pharma, 2023).  
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3.3. Les dépolymérases phagiques 

Les phages possèdent également une autre propriété intéressante, ils peuvent posséder des 

dépolymérases capables de dégrader des composants spécifiques de la surface des cellules 

bactériennes, tels que les polysaccharides capsulaires ou les lipopolysaccharides. Ces enzymes, 

généralement situées à l’extrémité de la queue ou à l’intérieur de la capside phagique, jouent 

un rôle clé dans le processus d'infection par les phages en facilitant la pénétration du phage à 

travers la paroi cellulaire bactérienne. Il a été démontré que l'utilisation de dépolymérases en 

combinaison avec des bactériophages augmente l'efficacité de la phagothérapie, soulignant 

leurs importances dans la potentialisation du traitement phagothérapeutique (Hanlon et al., 

2001; Pires et al., 2016).  

Leurs utilités ne se limitent pas à la potentialisation des phagothérapies puisque les 

polysaccharides sont connus pour augmenter la protection de la bactérie face au système 

immunitaire de l’Homme, mais aussi pour jouer un rôle crucial dans la formation de biofilm 

bactérien. Les biofilms bactériens, sont des communautés multicellulaires bactériennes 

structurées, adhérant entre elles et sur une surface, protégées par un film protecteur composé 

d’exopolysaccharides (EPS). Cela leur confère une résistance accrue au système immunitaire 

de l’hôte, aux désinfectants de surfaces mais aussi aux traitements antibiotiques (Abdi-Ali et 

al., 2006; Tremblay et al., 2014). Certaines bactéries produisent également une capsule. Ces 

capsules, généralement composées de polysaccharides, enveloppent la paroi de la bactérie et la 

protège notamment du système immunitaire de l’hôte et de la phagocytose. Plusieurs 

dépolymérases phagiques sont connues pour dégrader les capsules bactériennes comme 

l’endosialidase E (endoE) qui dégrade les dérivés d’acide N-acetylneuraminique capsulaire des 

souches d’E. coli K1. Il a été montré que l’administration d’endoE dans des souris infectées par 

une souche d’E. coli K1, présentant une bactériémie, permettait d’écourter cette bactériémie et 

entraînait une augmentation de la phagocytose des bactéries E. coli K1 par les macrophages 

(Mushtaq et al., 2005).  

Néanmoins, la majorité des phages ne possèdent pas de dépolymérases. Cependant, il est 

possible de modifier génétiquement le phage afin qu’il produise une enzyme avec la même 

fonction. Par exemple, des chercheurs de l’université de Boston, aux Etats-Unis, ont modifié 

un phage afin qu’il exprime une enzyme dégradant le biofilm pendant l’infection. Cette enzyme, 

initialement produite par une bactérie à Gram négative, Aggregatibacter 
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actinomycetemcomitans, est capable d’hydrolyser le β-1,6-N-acetyl-d-glucosamine un 

composant essentielle pour la formation et stabilité du biofilm chez E. coli. Ils ont montré que 

ce phage modifié était plus efficace que le phage non modifié pour éliminer les biofilms formés 

par la bactérie E. coli, soulignant une nouvelle fois l’intérêt que peuvent avoir les 

dépolymérases dans les traitements antibactériens que ce soit dans le milieu médical ou 

industriel (Lu and Collins, 2007). 

3.4. La délivrance d’agent antimicrobien ciblé 

Comme nous l’avons vu précédemment, les phages peuvent réaliser deux types distincts de 

cycle réplicatif. Les phages lytiques induisent la mort de la bactérie, c’est pourquoi ils sont 

largement utilisés en phagothérapie. Les phages lysogéniques quant à eux, s’intègrent dans le 

génome de la bactérie sous la forme de prophage. Malgré tout, ce mécanisme peut également 

être utilisé à des fins bénéfiques. En effet, il est possible de modifier un phage afin qu’il code 

pour une protéine à action antibactérienne comme une toxine. Ainsi, après avoir infecté une 

bactérie, l’ADN contenu dans la capside phagique est intégré dans l’ADN bactérien, celle-ci 

commence alors à produire la toxine et meure (Westwater et al., 2003). Cette méthode utilise 

la sélectivité des phages envers certaines bactéries et leur capacité à transmettre une information 

génétique. Ainsi, seules les bactéries responsables de l’infection seront ciblées et cela 

participera à la diminution du dérèglement des microbiotes tout en limitant l’utilisation 

d’antibiotiques, limitant ainsi le risque d’apparition et de dissémination de gènes de résistances 

aux antibiotiques.  

3.5. Le rôle des phages dans la vaccination 

Les phages peuvent également se montrer utile dans la vaccination vis à vis des infections 

bactériennes. En effet, les phages ne sont pas toujours nocifs pour la bactérie, et de nombreux 

phages filamenteux tempérés de la famille des inovirus apportent un gain de virulence dans la 

bactérie qu’ils infectent. C’est par exemple le cas pour Pseudomonas aeruginosa qui voient sa 

virulence augmenter lorsqu’elle héberge le bactériophage Pf. En effet, des chercheurs de 

l’université de Stanford aux Etats-Unis ont remarqué que les infections des plaies chroniques 

chez l’Homme causées par P. aeruginosa étaient majoritairement provoquées par des souches 

de P. aeruginosa hébergeant le prophage Pf. D’un point de vue mécanistique, cela s’explique 

par une endocytose des phages Pf par les cellules immunitaires de l’Homme, conduisant à la 
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production de l’ARN de phage déclenchant une cascade de signalisation immunitaire 

s’achevant par l’inhibition de la production de facteur de nécrose tumorale (TNF) et à 

l’inhibition de la phagocytose, diminuant ainsi les défenses immunitaires de l’hôte. Pour finir, 

ils ont démontré que la vaccination contre ce phage Pf permettait une protection des infections 

des plaies par P. aeruginosa (Sweere et al., 2019). De nombreuses autres bactéries pathogènes 

comme Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli 

ou encore Vibrio cholerae hébergent des inovirus leur conférant un gain de virulence (Waldor 

and Mekalanos, 1996; Shapiro and Putonti, 2020). Il se pourrait qu’une vaccination contre ces 

phages protègent également de ces infections.  

Les phages peuvent également se montrer utile pour l’administration de vaccin protéique et 

à ADN. En effet, les phages peuvent être modifiés afin qu’ils expriment à leur surface des 

peptides hétérologues. Pour cela, l’ADN codant ce peptide est fusionné avec l’un des gènes 

codant une protéine de l’enveloppe phagique. Ainsi, lors de la réplication, les phages 

recombinants exprimeront ces peptides sous la forme de protéine de fusion d’enveloppe à leur 

surface. Ce mécanisme découvert en 1985 est nommé « phage display » (Smith, 1985). Grâce 

à cette méthode, il est possible d’exprimer à la surface du phage des protéines antigéniques 

immunogènes spécifiques à une bactérie pathogène. Cette méthode de vaccination s’est montrée 

efficace chez la souris en permettant de stimuler les complexes majeures d’histocompatibilité I 

et II (CMH) activant ainsi la réponse cellulaire et humorale (Clark and March, 2004). L’intérêt 

de cette méthode, c’est que l’on pourrait potentiellement utiliser des épitopes protéiques 

toxiques ou instables, comme des toxines, ne pouvant pas être utilisés avec la vaccination par 

protéine recombinantes. De plus, certains phages sont remarquablement tolérants au pH acide 

gastrique, soulignant leur possible utilisation pour une vaccination par voie orale, plus 

accessibles dans les pays en voie de développement (Zuercher et al., 2000).  

Bien que les vaccins basés sur l’expression phagique d’une protéine antigénique soient très 

prometteurs, cette méthode présente plusieurs limites inhérentes à la technique, comme la 

difficulté de s’assurer que les épitopes conformationnellement actifs seront correctement 

affichés à la surface du phage. Une approche complémentaire, basée sur l'administration de 

vaccins à ADN par des particules phagiques peut remédier à cette déficience. En effet, ce 

principe repose sur la modification d’un ADN phagique afin qu’il contienne le gène codant 

pour l’antigène du vaccin sous le contrôle d’un promoteur eucaryote. Une fois le phage 
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administré, les cellules présentatrices d’antigènes de l’hôte vont l’endocyter et l’ADN phagique 

sera libéré dans le cytoplasme. Grâce au promoteur eucaryote, le gène vaccinal sera exprimé et 

traduit. La protéine antigénique ainsi formée sera reconnue comme étant étrangère, déclenchant 

la réponse immunitaire du CMH I conduisant à l’externalisation de la protéine antigénique. 

Celle-ci sera reconnue par les lymphocytes T cytotoxiques de la réponse immunitaire cellulaire 

(Clark and March, 2004) 

4. Les peptides antimicrobiens :  

Les peptides antimicrobiens sont présents chez presque toutes les formes de vie dont les 

plantes, les animaux, les microorganismes et les humains. Ils font partie intégrante de 

l’immunité innée et jouent un rôle essentiel dans la défense de l'hôte contre les infections 

bactériennes, virales, fongiques et parasitaires (Jenssen et al., 2006). 

Ce sont des peptides courts de 12 à 100 acides aminés, généralement avec une charge 

globale positive (+2 à +9) et amphipathique. C’est-à-dire qu’ils possèdent une partie hydrophile 

mais aussi une partie hydrophobe importante (> 30 %). Ces propriétés permettent aux peptides 

de s’organiser selon une structure amphiphile en 3 dimensions selon 4 grands groupes 

structuraux : les peptides α hélicoïdaux, les peptides en feuillet β avec des ponts disulfures, les 

peptides étendus et les peptides en boucle ou épingle leur permettant d’interagir avec les 

membranes cellulaires microbiennes et de les perturber (Hancock and Sahl, 2006). 

Les peptides antimicrobiens possèdent une double action. En effet, bien qu’ils possèdent 

une action antimicrobienne, antifongique ou antivirale, ils sont également capables de moduler 

l’immunité de l’hôte.  

4.1. Action antimicrobienne 

L’activité antimicrobienne des peptides antimicrobiens (PAM) a été découverte par A. 

Fleming en 1922. Le premier peptide antimicrobien a été observé dans des sécrétions nasales 

d’un patient atteint de coryza, une maladie d’origine virale conduisant à une rhinorrhée aqueuse 

importante, lorsque Fleming remarque que le mucus nasal produit par le patient avait une 

activité lytique envers certaines bactéries. Il appelle alors cette substance « lysozyme » 

(Fleming and Wright, 1997).  
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Déjà en 1998, leur utilité dans le traitement des bactéries résistantes aux antibiotiques est 

soulignée (Hancock and Lehrer, 1998).  Cependant, ils restent  très peu utilisés en clinique 

aujourd’hui et les polymyxines dont fait partie la colistine, sont les seuls peptides 

antimicrobiens utilisés en thérapeutique humaine, même si de nombreux autres peptides 

antimicrobiens sont en cours de développement et d’essais cliniques (Hargraves et al., 2020).   

Les PAM ont des mécanismes d’action très variés et leurs activités dépendent de leurs 

structures et séquences en acides aminés. D’une manière générale leurs charges globalement 

positives ainsi que leur structure amphipathique leur permet de lier les membranes 

microbiennes chargées négativement et de les perturber en créant des pores ou en se liant aux 

lipides membranaires, certains sont également capables de perturber les transporteurs 

transmembranaires, conduisant ainsi à la lyse de la cellule. Mais ils peuvent également avoir 

une action intracellulaire. En effet certains PAMs sont capables de traverser les membranes 

bactériennes soit par translocation intracellulaire soit grâce aux pores qu’ils ont formé dans la 

membrane. Une fois dans le cytoplasme bactérien, les PAM peuvent inhiber la fonction de 

nombreux mécanismes cellulaires essentiels comme la synthèse d’ADN, d’ARN ou protéiques, 

le repliement des protéines ou encore la synthèse de la membrane et paroi cellulaire (Jenssen et 

al., 2006; Sierra et al., 2017). Le mécanisme d’action précis de tous ces peptides n’est pas 

encore connu mais certains peptides semblent déjà prometteurs dans la lutte contre 

l’antibiorésistance. 

 Nous pouvons par exemple citer la mersacidine qui s’est révélée efficace contre les 

infections à SARM dans un modèle murin (Kruszewska et al., 2004) ou encore la nicine (un 

lantibiotique produit par Lactococcus lactis) utilisée depuis 50 ans en tant que conservateur 

antimicrobien dans l’industrie agroalimentaire sans qu’il y ait de développement de bactéries 

résistantes (Jenssen et al., 2006). Il est également intéressant de noter l’existence de peptides 

antimicrobiens produits par les bactéries qui possèdent une activité antimicrobienne plus 

spécifique que les peptides antimicrobiens produits par les mammifères. Cette spécificité en fait 

des candidats médicaments intéressant permettant de limiter à la fois les dysbioses causées par 

les molécules à larges spectres d’activité et de diminuer le risque d’apparition et de propagation 

de mécanismes de résistances. 

D’une manière générale, les peptides antimicrobiens possèdent plusieurs avantages. 

Certains PAM, notamment ceux produit par les mammifères, ont un spectre d’activité large 
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permettant à une seule et unique molécule d’être active sur plusieurs microorganismes 

pathogènes. De plus, ils agissent très rapidement et à de très faibles concentrations. Ils 

possèdent également une activité anti-inflammatoire et contre les biofilms, mais aussi une 

synergie avec les antibiotiques lors d’une co-administration. En effet, les PAM par leur 

mécanisme d’action, vont endommager la membrane bactérienne, augmentant ainsi sa 

perméabilité, facilitant la pénétration et l’accumulation des antibiotiques dans le cytoplasme 

bactérien (Rios et al., 2016). 

Cependant, ils sont sensibles aux protéases, aux variations de pH, pouvant rendre difficile 

leur administration et peuvent être cytotoxiques s’ils sont administrés à trop forte dose (Rios et 

al., 2016).  

4.2. Moduler l’immunité de l’hôte 

Certains peptides antimicrobiens possèdent à la fois une activité antimicrobienne et une 

activité immunomodulatrice. En fonction de leur mode de sécrétion, ils peuvent être divisés en 

2 groupes distincts : les inductibles et les constitutifs.  

Lorsqu’une lésion tissulaire laisse pénétrer des pathogènes, ceux-ci expriment des PAMP 

(pathogen associated molecular pattern) qui sont reconnus par les PRR (pattern recognition 

receptor) présents à la surface des cellules de l’immunité innée comme les polynucléaires, les 

macrophages ou les cellules NK. Ces cellules de l’immunité innée vont en réponse libérer des 

peptides antimicrobiens (Hölzl et al., 2008). Ces peptides antimicrobiens sont dits 

« inductibles ». Dans cette catégorie nous pouvons retrouver les défensines qui, en plus d’une 

activité antimicrobienne, possèdent une activité immunomodulatrice. En effet, les défensines 

neutrophiles humaines HNP1 et HNP2 possèdent des effets chimiotactiques envers les 

monocytes et les lymphocytes T (Territo et al., 1989; Chertov et al., 1996). Une autre défensine 

nommée mDFβ2 est capable de stimuler les cellules dendritiques immatures, ce qui conduit à 

la libération de cytokines comme le TNF-α, IL-1 ou IL-12 (Biragyn et al., 2002). D’autres PAM 

comme le LL-37 sont capables d’induire la production de ROS (dérivés réactifs de l’oxygène) 

et même la libération d’autres peptides antimicrobiens présents dans les cellules de l’immunité 

innée (Zheng et al., 2007).   

Certains peptides antimicrobiens sont exprimés de manière constitutive dans un tissu donné. 

Ils jouent un rôle dans l’immunité innée grâce à leurs propriétés antimicrobiennes mais aussi 
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en stimulant le système immun de l’hôte. Nous pouvons prendre l’exemple des protéines SPA 

et SPD présentes dans le surfactant pulmonaire. Elles sont capables de chimiotactisme envers 

les cellules de l’immunité, d’induire la sécrétion de cytokines et de ROS, et de stimuler la 

phagocytose (Hölzl et al., 2008). 

En thérapeutique humaine, nous pourrions utiliser ces peptides en synergie avec une autre 

méthode de traitement afin de stimuler le système immun de l’hôte. Certains peptides sont 

également connus pour neutraliser les endotoxines lipopolysaccharidiques produites par les 

bactéries Gram négatives et pour accélérer le processus de cicatrisation (Rios et al., 2016).  

5. Molécules agissant en synergie avec les antibiotiques : 

5.1. Les β-lactamases 

Lors d’un traitement antibiotique par voie parentérale, certains antibiotiques comme 

l’ampicilline sont excrétés dans l’intestin du patient. L’antibiotique encore fonctionnel agit 

alors sur le microbiote intestinal et cela conduit à des dérèglements de celui-ci. Comme nous 

l’avons vu précédemment, cette pression antibiotique sur le microbiote conduit naturellement à 

la sélection de souches résistantes aux antibiotiques et à des dysbioses. Ces dysbioses peuvent 

conduire à des infections opportunistes causées par Clostridium difficile (Sullivan et al., 2001). 

Dans le cas d’un traitement par voie parentérale, les effets des antibiotiques dans le système 

digestif du patient ne sont pas voulus, ce sont des effets indésirables. Il faudrait donc empêcher 

l’action des antibiotiques sur le microbiote intestinal.  

Pour cela, nous pouvons utiliser les β-lactamases, des enzymes capables d’inactiver les 

antibiotiques de la famille des β-lactamines comme l’ampicilline. Il a été montré qu’une 

administration de β-lactamases par voie orale lors d’un traitement par ampicilline ou 

pipéracilline par voie parentérale, prévenait l’apparition de résistance à ces antibiotiques 

(Harmoinen et al., 2004; Tarkkanen et al., 2009). De plus, il a été montré dans un modèle murin 

que cette administration conjointe diminuait la colonisation par des pathogènes nosocomiaux 

comme les Entérocoques résistants à la vancomycine (ERV) ou les Klebsiella pneumoniae 

productrice de β-lactamases à spectre étendue (Harmoinen et al., 2004), mais aussi pour 

prévenir la prolifération opportuniste de Clostridium difficile, diminuant ainsi les risques 

d’infection (Stiefel et al., 2008).  
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5.2. Les nanoparticules 

Les nanoparticules (NPs) sont de petites particules de l’ordre du nanomètre ayant une 

activité antibactérienne à large spectre aussi bien sur les bactéries Gram négatives que sur les 

bactéries Gram positives.  

Leur mécanisme d’action n’est pas encore totalement élucidé, mais il semblerait que 

l’action antimicrobienne des NPs provienne de leur capacité à perturber la membrane cellulaire 

bactérienne, à générer des ROS et à dérégler le fonctionnement intracellulaire en se liant à 

l’ADN, au ribosome ou à diverses enzymes (Wang et al., 2017). Cependant, le système 

immunitaire peut reconnaître les NPs comme étant des corps étrangers et les phagocyter, ce qui 

conduirait à leurs destructions. Il est donc important de rendre les NPs furtives pour le système 

immunitaire de l’hôte. Cette furtivité peut être acquise en greffant sur le cœur de la NP des 

polymères linéaires comme le polyéthylène glycol (PEG).  

Même si les NPs peuvent être utilisées seules, leur faible indice thérapeutique réduit leur 

usage thérapeutique en tant qu’agent antimicrobien. En effet, aux doses thérapeutiques, les NPs 

peuvent également agir sur les cellules eucaryotes (Gupta et al., 2019). Cependant, il est 

possible de modifier la surface de ces NPs afin d’améliorer leur sélectivité envers les cellules 

bactériennes. Une équipe a notamment développé des nanoparticules d’or coiffées de molécules 

plus ou moins hydrophobes. Ils ont montré que celles-ci possédaient une activité 

antibactérienne sur des souches multi-résistantes aux antibiotiques à faible concentration. Cela 

augmente ainsi l’indice thérapeutique et diminue la toxicité des NPs sur les cellules eucaryotes 

de l’hôte (Li et al., 2014).  

Mais une des propriétés intéressantes des NPs est leur capacité à potentialiser l’action des 

antibiotiques. En effet, utilisées en synergie, elles permettent de réduire la CMI des 

antibiotiques et même de rendre à nouveau sensibles des souches auparavant résistantes. Par 

exemple, une administration concomitante de NP d’oxyde de cuivre et d’amoxicilline permet 

de resensibiliser des bactéries S. aureus, initialement résistantes, aux β-lactamines (Arul 

Selvaraj et al., 2019). Cette synergie entre les NPs et les antibiotiques a également été observée 

avec d’autres antibiotiques comme les aminoglycosides ou les fluoroquinolones (Gupta et al., 

2017; Dove et al., 2023). Le mécanisme d’action de cette synergie n’est pas encore totalement 

élucidé mais les NPs pourraient inhiber des mécanismes de résistances aux antibiotiques comme 
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les pompes d’efflux membranaire extrudant de nombreux antibiotiques ou les β-lactamases 

produites par certaines bactéries (Gupta et al., 2019; Arul Selvaraj et al., 2019). 

6. Les véhicules de transport d’antibiotiques : 

6.1. Les nanoparticules  

Bien que les NPs puissent être utilisées seules ou en synergie avec des antibiotiques, elles 

peuvent également servir de véhicules de transport d’antibiotiques. En effet les NPs peuvent 

généralement incorporer aussi bien des molécules lipophiles qu’hydrophiles, ainsi que d’autres 

molécules permettant de les stabiliser ou de les rendre fonctionnelle comme des lipides, 

carbohydrates ou protéines. Ainsi les NPs permettent d’améliorer la solubilité de drogues peu 

soluble mais aussi de les protéger de la dégradation. Par exemple certains composés 

phytochimiques possédent une activité antibactérienne à large spectre y compris contre les 

souches multi-résistantes aux antibiotiques. Malheureusement la faible solubilité de ces 

composé hydrophobes dans les milieux aqueux limitent leurs utilisations cliniques. Une étude 

a cependant montré que des nanoparticules de poly(oxanorborneneimide) chargées de 

carvacrol, un composé phytochimique possédant entre autres une activité antimicrobienne, 

étaient efficaces dans l’éradication de bactérie MDR.  (Landis et al., 2018). 

De plus, les NPs peuvent être modifiées afin de contrôler leurs biodistributions, permettant 

une certaine sélectivité envers certains organes ou tissus cellulaires. Ces caractéristiques 

permettent une libération contrôlée du médicament chargé sur la NP, ce qui permet de réduire 

la dose et la fréquence d'administration (Costa-Gouveia et al., 2017).  

C’est pourquoi en 2014, le projet européen NAREB (Nanotherapeutics for antibiotic 

resistant emergent bacterial pathogens) est lancé (NAREB, 2020). Ce projet de grande 

envergure avait pour but de développer et d’étudier l’efficacité et la sécurité de 

nanomédicaments composés de NPs couplées à des antibiotiques afin de traiter les infections à 

SARM et les tuberculoses résistantes aux antibiotiques. Malheureusement, pour toutes les 

formulations testées, aucun avantage clair à utiliser ces nanomédicaments n’a été identifié. 

Cependant, ces nanomédicaments pourraient apporter un avantage dans le traitement au long 

cours de la tuberculose en diminuant la toxicité du traitement antibiotique (CORDIS, 2019). En 

effet, une étude a montré que des NPs de polymère de poly(acide lactique-co-glycolique) 

(PLGA) chargé de rifanpicine, isoniazide, pyrazinamide et éthambutol permettaient de 



 
Page 47 sur 111 

 
 
 

maintenir des doses actives d’antibiotiques pendant 4-5 jours dans le plasma et jusqu’à 7-9 jours 

dans les organes. Ainsi, 3 doses orales administrées tous les 10 jours étaient suffisantes et aussi 

efficaces pour éliminer l'infection tuberculeuse chez les souris que 28 doses quotidiennes de 

médicament libre (Pandey et al., 2006). Cette formulation, qui permet à la fois de réduire les 

doses de médicaments administrés et donc les effets indésirables ainsi que le nombre de doses 

nécessaire au traitement, pourrait améliorer l’observance des patients aux traitement 

antituberculeux.  

De plus, une autre étude étudiant les VRE a montré qu’utiliser une NP d’or conjuguée à des 

molécules de vancomycine, permettait d’améliorer la sensibilité de la bactérie à la 

vancomycine. En effet la CMI de la vancomycine seule était de 64 ou 128 µg/mL selon les 

souches et, conjuguée avec une NP, celle-ci pouvait être divisée jusqu’à 60 fois (Gu et al., 

2003). 

Les NP conjuguées peuvent également s’avérer utiles afin de traiter les infections à 

pathogènes intracellulaires. En effet, certaines bactéries sont capables de résider à l’intérieur 

des cellules eucaryotes, ce qui leur permet d’échapper au système immunitaire de l’hôte mais 

aussi aux antibiotiques. Les NPs ayant une capacité de pénétration de la membrane plasmique 

importante, les coupler avec des antibiotiques peut permettre le traitement de certaines 

infections bactériennes intracellulaires. Une étude montre que des NPs conjuguées avec des 

molécules de tétracycline étaient six fois plus efficaces que la tétracycline seule afin d’éliminer 

les S. aureus intracellulaires (Maya et al., 2012). D’autres bactéries peuvent posséder une 

membrane cytoplasmique à perméabilité réduite, pouvant rendre certains antibiotiques 

inefficaces. C’est par exemple le cas de certaines souches de P. aeruginosa qui sont insensibles 

aux aminosides. Certaines NPs comme les liposomes peuvent facilement fusionner avec la 

membrane plasmique des bactéries étant donné leur composition semblable à la bicouche 

lipidique composant la membrane plasmique bactérienne. Coupler ces NPs avec un agent 

antibactérien peut ainsi permettre de faciliter le passage de l’agent antibactérien à l’intérieur de 

la bactérie et ainsi la rendre sensible à l’antibiotique (Mugabe et al., 2006).  

6.2. Les conjugués anticorps-médicaments 

Les ADC (Antibodies Drug Conjugate) sont composés d’un anticorps auquel est liée une 

(ou plusieurs) molécule(s) active(s). Cette formulation permet de cibler spécifiquement une 
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cellule grâce à l’anticorps et de la détruire à l’aide de la molécule active. Dans le traitement des 

infections, l’intérêt réside dans le fait que l’anticorps cible un pathogène spécifique. Cela 

empêche l’action non spécifique des antibiotiques sur le microbiome.  

Le DSTA4637S est un ADC composé d’un anticorps ciblant un composant de la paroi 

cellulaire de S. aureus et d’un antibiotique de la famille de la rifamycine. Une fois la bactérie 

opsonisée par l’ADC, le fragment Fc de l’anticorps est reconnu par des cellules phagocytaires 

et la bactérie est phagocytée. Une fois dans le phagolysosome, le linker permettant l’accroche 

de l’antibiotique sur l’anticorps est lysé. Cela conduit à la libération de l’antibiotique et à la 

destruction de la bactérie. Dans le cas des infections à S. aureus, cette formulation permet de 

limiter la survie intracellulaire de la bactérie. En effet en temps normal, lors d’une infection 

intraveineuse à S. aureus, les bactéries sont rapidement phagocytées par les polynucléaire 

neutrophiles (PNNs) et les macrophages, et même si la majorité des bactéries sont éliminées 

par ces cellules, certaines bactéries sont capables de survivre à l’intérieur de cellule 

phagocytaire. Les bactéries vont ensuite être disséminées à distance du site initiale de l’infection 

par ces même cellules phagocytaires (Thwaites and Gant, 2011). Une fois dans les tissus, S. 

aureus pourra envahir divers types de cellules non phagocytaires et causer des infections 

chroniques telle que des ostéomyélites ou des endocardites (Que et al., 2005; Bosse et al., 

2005). Ces infections intracellulaires sont très difficiles à traiter car la bactérie est protégée de 

l’action des antibiotiques (Sandberg et al., 2009). Les auteurs ont montré que l’efficacité de cet 

ADC est supérieure à la vancomycine seule dans le traitement des bactériémies à S. aureus en 

permettant d’éliminer de manière efficace les staphylocoques intracellulaires (Lehar et al., 

2015). 

7. Stratégies basées sur la conjugaison : 
La conjugaison est l’un des grands mécanismes de transfert horizontal de gènes (HGT). De 

nombreux plasmides et d’éléments génétiques mobile (MGE) utilisent ce mécanisme pour se 

disséminer dans une population bactérienne. Comme nous l’avons souligné précédemment, les 

gènes de résistances aux antibiotiques utilisent ce mécanisme pour atteindre de nombreuses 

bactéries pathogènes. Mais, il est possible de tourner ce processus cellulaire à notre avantage et 

de l’utiliser afin de disséminer des antimicrobiens au sein de population bactérienne complexe 

comme les microbiotes. Cette idée a initialement été proposée en 2008 par Filutowicz et ses 
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collègues mais, ce n’est que six ans plus tard que sont apparus les premiers exemples 

expérimentaux validant les idées avancées dans cet article (Filutowicz et al., 2008). 

7.1. Efficacité de la conjugaison 

La première étude utilisant la conjugaison comme méthode de délivrance a été publiée en 

2014. Dans celle-ci, les auteurs ont utilisé soit des particules de phage, soit un plasmide 

mobilisable à large gamme d’hôtes pour délivrer un système CRISPR-Cas dirigé contre deux 

déterminants génétiques impliqués dans la résistance aux antibiotiques (blaSHV-18 ou blaNDM-1). 

Malgré une réduction du nombre de cellules contenant les gènes ciblés, le système conjugatif 

proposé ici s’est révélé d’une efficacité limitée. En effet, en l’absence de sélection des 

transconjugants et dans des expériences de conjugaison en milieu solide où le rapport donneur-

receveur était de d’environ 300:1, le nombre de bactéries contenant les gènes ciblés n’a été 

divisé que de 40 à 60 fois. Dans la suite de l’article, les auteurs eux-mêmes déclarent que "des 

travaux futurs seront nécessaires pour optimiser davantage l’efficacité des vecteurs basés sur la 

conjugaison" (Citorik et al., 2014). Quelques mois plus tard, une autre publication décrivait un 

outil basé sur une plateforme mobilisable pour la délivrance d’un système d’interférence 

CRISPR (CRISPRi) comme preuve de concept pour le contrôle de l’expression des gènes. Dans 

cette étude, des limitations similaires ont été observées concernant l’efficacité du transfert 

conjugatif (0,44 % de transfert de plasmide dans une expérience avec un ratio donneur-receveur 

de 1:1) (Ji et al., 2014). 

Ce problème, qui aurait pu écarter complètement la conjugaison comme outil pour la 

délivrance d’antimicrobien en raison de sa faible efficacité par rapport à d’autres méthodes de 

livraison telles que les phages, a été surmonté par Hamilton et ses collaborateurs. Dans une 

étude publiée en 2019, ils ont évalué le transfert de deux plasmides, l’un mobilisable et l’autre 

conjugatif, dans un modèle à deux espèces. Ils ont montré que dans des conditions de contact 

accru entre les cellules, le transfert du plasmide conjugatif était élevé et avoisinait les 100 % 

(Hamilton et al., 2019).  

Sur la base de ces résultats, d’autres études ont suivi et utilisé des plasmides conjugatifs 

pour la délivrance de cargaisons génétiques (Dong et al., 2019; Sünderhauf et al., 2019; 

Rodrigues et al., 2019) et certaines se sont même attachées à concevoir des stratégies pour 

augmenter la capacité de conjugaison des plasmides naturels (Neil et al., 2020). Cependant, 

malgré leurs performances, des difficultés sont associées à la manipulation de grands plasmides, 
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ce qui a conduit à la recherche d’approches alternatives. Plusieurs articles successifs ont abordé 

la question du transfert limité en utilisant des vecteurs mobilisables en co-résidence avec des 

plasmides conjugatifs (Ruotsalainen et al., 2019; Wongpayak et al., 2021). La logique sous-

jacente est que, contrairement aux configurations initiales où les gènes codant pour la 

machinerie conjugative étaient intégrés dans le chromosome des cellules donneuses, les 

bactéries recevant les deux plasmides deviendront de potentielles donneuses, ce qui aura pour 

conséquence d’augmenter le nombre de transmetteurs de plasmides au sein de la population. 

Cette stratégie en trans permet de travailler avec de petits plasmides faciles à manipuler et, en 

même temps, d’obtenir de bons taux de transfert, mais elle présente certains inconvénients par 

rapport à l’approche "un seul plasmide". Parmi les exemples pertinents, on peut citer 

l’augmentation potentielle du coût d’adaptation pour l’hôte et la nécessité de coordonner 

précisément tous les éléments pour optimiser les performances du système et éviter une 

propagation préférentielle du plasmide conjugatif au détriment d’un transfert plus atténué de 

l’élément mobilisable. 

La transférabilité des plasmides dépend non seulement des plasmides utilisés, mais aussi 

d’autres aspects tels que les conditions environnementales, le pool génétique du microbiome, 

la proportion de la bactérie cible dans la population ainsi que l’identité de la bactérie donneuse 

(Garcillán-Barcia and de la Cruz, 2008; Virolle et al., 2020; Heß et al., 2021). Lorsque l’on 

travaille in situ, les possibilités d’agir sur les trois premières sont limitées. Cependant, la 

description récente d’un large éventail de systèmes anti-défense codés dans la région principale 

des plasmides (Samuel and Burstein, 2023) et l’introduction de nano-anticorps (nanobodies en 

anglais) pour diriger le processus de conjugaison ont ouvert la possibilité d’atténuer les effets 

négatifs associés aux facteurs susmentionnés (Robledo et al., 2022). Dans le premier cas, 

l’incorporation de systèmes anti-défense dans de nouveaux vecteurs permet de contourner 

certaines barrières à la modification génétique, ce qui élargit virtuellement la gamme de micro-

organismes modifiables. Quant à l’utilisation de systèmes d’adhésion synthétiques, il a été 

démontré que leur utilisation in vitro améliorait les taux de conjugaison même dans des 

conditions où les bactéries cibles étaient présentes à faible fréquence. Il convient de noter 

qu’elle a également permis de surmonter partiellement les mécanismes d’exclusion de l’entrée 

des plasmides. Bien que certains points, tel que le comportement in situ, la dynamique 

d’association-découplage donneur-récepteur et l’effet de la production de nanobodies sur 
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l’aptitude bactérienne doivent être explorés plus en détail, la technologie semble prometteuse 

et il est certainement utile de poursuivre les recherches dans cette direction. 

7.2. La conjugaison pour éliminer les pathogènes 

7.2.1. Stratégies basées sur CRISPR 

Les systèmes CRISPR-Cas sont des mécanismes d’immunité acquise chez les archées et les 

bactéries. Les loci CRISPR consistent en plusieurs répétitions directes non contiguës séparées 

par des tronçons de séquences variables appelés espaceurs (ou spacers en anglais), qui 

correspondent à des segments d’éléments génétiques étrangers, tels que des virus ou des 

plasmides. Les gènes cas codent pour un large éventail de protéines impliquées dans les 

différentes étapes de l’activité CRISPR. Les domaines fonctionnels identifiés dans les protéines 

Cas comprennent des endonucléases, des exonucléases, des hélicases et des domaines de liaison 

à l’ARN et à l’ADN. Ces protéines effectrices exercent leur action sur les MGE qui partagent 

la séquence des spacers (Sorek et al., 2008; Horvath and Barrangou, 2010). En raison de leur 

capacité à agir sur des séquences spécifiques d’acides nucléiques, les systèmes CRISPR-Cas 

ont été largement utilisés pour l’édition du génome et le développement d’outils génétiques 

polyvalents, tels que le développement d’antimicrobiens. 

De même que les travaux de Citorik et al. mentionnés ci-dessus, d’autres études ont 

également placé des systèmes CRISPR-Cas sur des plateformes conjuguées dans le but 

d’éliminer les gènes de résistances aux antibiotiques (ARG) du pool génétique d’une population 

microbienne donnée (Ruotsalainen et al., 2019; Dong et al., 2019; Rodrigues et al., 2019; Neil 

et al., 2020; Wongpayak et al., 2021; Reuter et al., 2021; Li et al., 2022). Cet objectif peut être 

atteint soit en supprimant les éléments épisomiques dans lesquels se trouvent les gènes cibles, 

ce qui génère des cellules sans plasmide sensibles aux antibiotiques, soit par l’élimination du 

micro-organisme si les gènes se trouvent dans le chromosome bactérien. L’élimination de ces 

réservoirs empêche les bactéries pathogènes de les exploiter pour acquérir des déterminants de 

résistance qui leur permettent de proliférer avec succès même en présence d’antibiotiques. De 

plus, avec cette stratégie, lorsque les plasmides portant les modules CRISPR-Cas se répandent 

dans la population, ils immunisent les micro-organismes dans lesquels ils entrent, les empêchant 

d’acquérir des traits qui correspondent aux spacers inclus dans le système CRISPR. Parmi les 

études comprises dans ce groupe, nous allons en décrire un qui a exploité le mécanisme de 

dissémination particulier des plasmides sensibles aux phéromones (PRP) d’Enterococcus 
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faecalis pour éliminer les ARG de ce groupe taxonomique (Rodrigues et al., 2019) car, bien 

qu’elles varient dans leurs spécificités, le raisonnement globale est partagé. E. faecalis est un 

pathobionte qui peut proliférer et provoquer des infections lors d’épisodes de dysbiose, qui, 

dans le cas d’E. faecalis multirésistants, présentent un risque accru pour la santé de l’hôte. Les 

PRP ont une gamme d’hôtes étroite, limitée à E. faecalis, mais ils présentent une efficacité de 

transfert et un maintien élevé même en l’absence de pression de sélection. Ces plasmides sont 

transférés en réponse à une phéromone produite par les cellules d’E. faecalis exemptes de 

plasmides au sein de la population et assurent leur propagation et leur maintien par la production 

d’une bactériocine qui tue les bactéries qui ne parviennent pas à acquérir le plasmide. Dans cet 

article, Rodrigues et ses collègues ont modifié un PRP d’E. faecalis en introduisant un système 

CRISPR-Cas9 dirigé contre deux déterminants de la résistance aux antibiotiques ermB et tetM, 

conférant une résistance à l’érythromycine et à la tétracycline respectivement. Ce système 

permet le transfert et l’élimination spécifiques d’E. faecalis multirésistants de l’intestin tout en 

générant une immunité contre l’acquisition d’autres éléments génétiques mobiles portant ces 

ARG. 

Outre les approches susmentionnées qui visent à réduire l’incidence des ARG au sein des 

populations microbiennes, il existe deux autres initiatives dignes de mention qui ont utilisé 

CRISPR pour éliminer des agents pathogènes (Hamilton et al., 2019; Song et al., 2022). La 

principale différence entre ces deux approches est la protéine effectrice utilisée pour induire la 

mort bactérienne. Alors que dans le premier article, les auteurs ont utilisé la protéine Cas9 pour 

cibler un ou plusieurs emplacements chromosomiques (Hamilton et al., 2019), dans la seconde 

étude, ils ont mis en œuvre une stratégie basée sur la protéine Cas13a, une ARNase qui exerce 

son activité, après reconnaissance de transcrits spécifiques (Song et al., 2022). 

7.2.2. Expression de modules toxiques 

Les systèmes basés sur CRISPR-Cas, ne sont pas les seules options pour l’élimination des 

constituants indésirables du microbiote. Il est par exemple possible d’exprimer un module 

toxique dans la bactérie pathogène. Collins et ses collaborateurs transfèrent des peptides 

synthétiques d’agrégation antibactérienne ou OpaL (abréviation de overexpressed protein 

aggregator lipophilic) grâce à des vecteurs mobilisables transférés via la machinerie d’un 

plasmide conjugatif intégré au chromosome de la bactérie donneuse. Ces molécules sont 

capables de modifier l’homéostasie bactérienne, par interaction et co-agrégation avec les 
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protéines cellulaires en raison de leur nature extrêmement hydrophobe. L’attrait de cette 

approche réside dans l’absence de spécificité du mécanisme d’action ; ces peptides OpaL 

n’agissent pas sur des cibles spécifiques mais modifient l’homéostasie en interférant avec de 

multiples processus bactériens, ce qui rend moins probable le développement d’une résistance 

à leur encontre. Cependant, bien que séduisante dans le sens où la probabilité d’apparition d’une 

résistance est faible, d’autres études sont nécessaires pour aborder sa performance dans un 

contexte plus large, en utilisant des promoteurs natifs et des bactéries « naturelles » comme 

receveurs/donneurs (Collins et al., 2019).  

Plus tard, en 2019, des travaux de l’unité Plasticité du Génome Bactérien, dans laquelle je 

réalise ma thèse de science, ont démontré que les modules génétiques basés sur des systèmes 

toxine-intéine délivrés par conjugaison sont des agents antimicrobiens très efficaces, capables 

de tuer sélectivement Vibrio cholerae et/ou ses dérivés résistants aux antibiotiques dans des 

populations mixtes (López-Igual et al., 2019). Le système tueur conçu par López-Igual et ses 

collègues est composé d’un plasmide modifié qui code à la fois une toxine (CcdB, un inhibiteur 

de la gyrase), interrompue par une intéine pour mieux contrôler son expression, et son antitoxine 

(CcdA). Ce système exprime spécifiquement la toxine CcdB à partir d’un promoteur piloté par 

un activateur transcriptionnel (ToxR) contrôlant l’expression de la virulence chez V. cholerae. 

La production de l’antitoxine, en revanche, est entravée par SetR, un répresseur transcriptionnel 

associé à l’élément conjugatif intégratif (ICE) STX, principal élément génétique impliqué dans 

la multirésistance aux antibiotiques chez V. cholerae. Le système tueur est intégré dans un 

plasmide mobilisable qui se dissémine en utilisant la machinerie conjugative du plasmide 

conjugatif RP4/RK2 intégré au chromosome d’une cellule donneuse E. coli.  

Ainsi il existe plusieurs cas de figure :  

- Le plasmide est transféré à une bactérie non-V. cholerae : le module toxine-intéine n’est 

pas exprimé en l’absence du facteur de transcription ToxR. Et l’antitoxine CcdA est 

exprimé.  

- Le plasmide est transféré à une bactérie V. cholerae ne possédant pas l’ICE SXT : La 

présence du facteur de transcription ToxR conduit à l’expression module toxine-intéine. 

Après excision de l’intéine, une toxine CcdB active est produite. En l’absence du 

répresseur transcriptionnel SetR, l’antitoxine est produite, protégeant ainsi la bactérie 

de l’effet de la toxine.  
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- Le plasmide est transféré à une bactérie V. cholerae avec l’ICE SXT : La présence 

simultané de ToxR et SetR conduit à une expression du module toxine-intéine et à une 

répression de l’antitoxine, conduisant à la mort de la cellule après excision de l’intéine.  

Afin de confirmer l’efficacité du système, une expérience de conjugaison avec 3 partenaires a 

été réalisé (figure 7). La cellule donneuse (E. coli) contenait soit un plasmide contrôle non 

toxique (pNctrl) ou le plasmide tueur (pFW). Une population composée de deux souches de V. 

cholerae de sérotypes différents représente les receveuses potentielles.  La souche O139 est une 

souche contenant l’ICE SXT, elle possède également le gène lacZ permettant une coloration 

bleue de la colonie sur gélose Xgal. Tandis que la souche O1, ne possèdent ni l’ICE SXT ni le 

gène lacZ, ainsi la colonie apparaît blanche sur gélose Xgal. Aucun transconjuguant O139 n’a 

été observé avec le plasmide tueur, prouvant que la présence de ce plasmide dans la souche 

O139 contenant ToxR et SetR est létale. 

 

 

En plus des expériences in vivo, la performance du système a été testée, in situ, à la fois 

dans des larves de poisson zèbre et de crustacés. Elles ont montré un très faible niveau de 

mutants d’échappement prouvant que la résistance est moins susceptible d’être développée si 

on la compare à d’autres stratégies telles que les outils basés sur CRISPR. Par conséquent, bien 

que certains défis liés aux fréquences de conjugaison aient été soulignés et doivent être 

améliorés, cette stratégie de destruction ciblée des bactéries pathogènes sans affecter le reste du 

microbiote bénéfique est prometteuse pour limiter, d’un seul coup, les dysbioses et le 

développement de la résistance aux antimicrobiens (López-Igual et al., 2019).  

C’est dans ce contexte que s’inscrit le projet sur lequel je travaille pendant ma thèse de science 

et que je vous présente dans la suite de ce manuscrit.  

  

Figure 7 : Illustration du fonctionnement du plasmide tueur développé par López-Igual et al (López-Igual 
et al., 2019). 
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DESCRIPTION / BUT DU PROJET   
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Le projet CoKiP, pour Conjugative Killer Plasmid, a pour but de développer un plasmide 

conjugatif tueur permettant de cibler de nouveaux pathogènes humains et animaux basés sur le 

système tueur développé par l’unité Plasticité du Génome Bactérien (PGB) en 2019.  Ce projet 

est en étroite collaboration avec Pedro Dorado-Morales, un post-doctorant au sein de l’unité 

PGB de l’Institut Pasteur. Il s’organise en trois axes principaux : 

 

Améliorer la capacité de dissémination du plasmide tueur afin d’augmenter son efficacité  

Une des limites de cette stratégie est la faible fréquence de conjugaison observée. En effet, 

dans la preuve de concept, le plasmide tueur est un plasmide mobilisable, il ne possède pas sa 

propre machinerie de conjugaison. Cela limite son transfert car il n’est pas capable de se 

transférer de lui-même, et dans une population bactérienne complexe les bactéries non ciblées 

recevant le plasmide ne peuvent pas le disséminer à leur tour. Afin d’améliorer l'efficacité de 

transfert, nous proposons d’utiliser comme base, un plasmide conjugatif à large gamme d’hôtes, 

ainsi lorsque le plasmide atteindra une bactérie non ciblée, celle-ci deviendra à son tour une 

bactérie donneuse, capable de disséminer le plasmide au sein de la population, améliorant ainsi 

la propagation du plasmide. 

Ensuite le plasmide conjugatif choisit sera modifié afin d’améliorer sa stabilité et sa 

biosécurité, notamment en supprimant les séquences d’insertions, transposons et gènes de 

résistances aux antibiotiques, qui sont inutiles à la conjugaison et nuisent à la sécurité du 

plasmide. De plus, de nombreux systèmes sont connus pour nuire à la dissémination des 

plasmides comme les systèmes CRISPR-Cas, les enzymes de restriction ou encore des systèmes 

d’extrusion de plasmide. C’est pourquoi, nous proposons d’ajouter des gènes de défense tel que 

des protéines-anti-restriction ou anti-CRISPR-Cas sur notre plasmide afin d’augmenter sa 

protection. 

Finalement, afin d’améliorer encore plus sa dissémination au sein du microbiote, nous 

pourrons augmenter son taux de transfert en élargissant sa gamme d’hôte ou en améliorant son 

système conjugatif. 

 

Développer des CoKiPs spécifiques de nouvelles bactéries pathogènes 

Le système tueur développé dans la preuve de concept ciblait spécifiquement V. cholerae. 

Nous proposons de développer des systèmes ciblant de nouvelles bactéries pathogènes 

humaines et animales. 
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Pour cela, nous utiliserons des facteurs de transcription (FT) spécifiques de la bactérie 

pathogène afin de contrôler l’expression du module toxine-intéine et si besoin de l’antitoxine. 

Il nous faudra également adapter les systèmes toxine-antitoxine (TA) aux nouvelles bactéries 

ciblées car le système CcdB-CcdA déjà développé pourrait ne pas être adapté aux pathogènes 

choisis, cela peut par exemple être le cas si ce système TA est déjà présent dans le génome de 

la bactérie cible. Nous devrons également utiliser de nouvelles intéines afin de compléter 

l’arsenal du système développé contre V. cholerae.  

Puis, nous testerons les propriétés bactéricides du CoKiP envers le pathogène ciblé et son 

innocuité pour les autres espèces bactériennes in vivo dans des conditions de laboratoires.  

Afin d’identifier les FT candidats, nous pourrons en complément de la bibliographie, utiliser 

entre autres des bases de données telles que P2TF. Et concernant les TA et intéines, nous nous 

baserons sur des travaux réalisés au sein de l’unité et résumés dans l’article suivant (López-

Igual et al., 2023).    

 

Tester le CoKiP in situ sur modèle animal  

Enfin, les différents plasmides dont la transmissibilité, la sécurité et la stabilité ont été 

améliorées, seront d'abord testés afin d’étudier la dissémination des plasmides au sein du 

microbiote intestinal de l’animal modèle. Puis les CoKiP spécifiques des nouvelles bactéries 

pathogènes seront testés dans ce même modèle animal afin de déterminer leur efficacité en 

condition réelle.  
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CONCEPTION DE LA STRATEGIE 
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1. Description des bactéries pathogènes sélectionnées : 

Nous avons décidé de cibler 3 nouvelles bactéries pathogènes sur la base de leur 

pathogénicité, de leur virulence et de leur capacité à résister aux antibiotiques. Elles font toutes 

les trois parties de la liste des agents pathogènes prioritaires pour la recherche-développement 

de nouveaux antibiotiques publiée par l’OMS en 2017 (OMS, 2017b).  

Les bactéries choisies sont : Shigella spp. et par extension les souches entéroinvasives d’E. coli 

(EIEC), Salmonella enterica et Klebsiella pneumoniae.  

1.1. Shigella et EIEC 

Les bactéries du genre Shigella et les EIEC sont toutes les deux des bactéries Gram-

négatives de la famille des Enterobacteriaceae. Sur le plan génétique les Shigelles sont des 

membres de la famille des E. coli. Les souches d’E. coli entéroinvasives et Shigella sont 

considérées comme des agents pathogènes majeurs, responsables d’une infection gastro-

intestinale nommé shigellose. La shigellose se traduit par un large éventail de symptômes 

incluant des diarrhées, des douleurs abdominales, de la fièvre et des vomissements, pouvant 

parfois conduire au décès. Quatre espèces de Shigella sont connus : Shigella dysenteriae, 

Shigella sonnei, Shigella flexneri et Shigella boydii. Selon l’OMS, les bactéries du genre 

Shigella et les EIEC sont responsables de plus de 80 millions d’infections dans le monde et de 

700 000 décès. Une grande majorité des infections et décès concernent des enfants de moins de 

5 ans (respectivement 70 % et 60 %) (OMS, 2022). 

Les EIEC et les Shigelles partagent un plasmide de virulence connu sous le nom de pINV. 

Ce plasmide contient un ensemble de gènes de virulence permettant aux bactéries d’envahir les 

cellules épithéliales intestinales puis le tissu constituant la muqueuse recto-colique permettant 

aux bactéries d’éviter la réponse immunitaire de l’hôte. Cette virulence est conférée par un 

système de sécrétion de type III (T3SS) qui est utilisé par la bactérie pour délivrer les facteurs 

de virulence directement dans les cellules épithéliales de l’hôte. Le T3SS forme une structure 

semblable à une seringue, permettant à la bactérie d’injecter des effecteurs protéiques 

directement dans le cytoplasme de l’hôte. Ces effecteurs vont manipuler la signalisation 

cellulaire et le réarrangement du cytosquelette afin de faciliter l’invasion bactérienne et 

promouvoir sa survie dans la cellule hôte. 

L’expression du T3SS est contrôlée par une protéine régulatrice centrale nommé VirF, 

codée elle aussi sur le plasmide de virulence pINV. L’expression de virF est régulée en réponse 
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à des changements de conditions environnementales, en particulier en réponse à un changement 

de température. En effet, à des températures inférieures à 30°C, virF n’est pas exprimé et les 

bactéries sont dans un état non invasif. Cependant lorsque la température atteint 37°C, qui est 

la température du corps humain, virF est activé ce qui entraîne l’expression de plusieurs gènes 

dont virB. C’est l’expression de virB qui, à son tour, active la transcription des composants 

structurels du T3SS et des effecteurs qui permettent l’entrée des bactéries dans les cellules 

eucaryotes (figure 8) (Schnupf and Sansonetti, 2019).  

 
Figure 8 : Régulation de la virulence du pINV médié par VirF 

Contrairement aux autres maladies diarrhéiques, comme le choléra, l’atteinte importante de 

la muqueuse du colon et la destruction des cellules infectées empêchent un traitement des 

shigelloses basé uniquement sur la réhydratation. Le traitement des shigelloses nécessite des 

antibiotiques et l’émergence de nombreuses souches multirésistantes aux antibiotiques de 

première ligne comme l’ampicilline, la tétracycline ou le chloramphénicol obligent à utiliser 

d’autres antibiotiques plus chers comme les fluoroquinolones ou les céphalosporines de 3ème 

génération. Cependant, de plus en plus de souches résistantes à tous ces antibiotiques émergent 

partout dans le monde dont en Europe (OMS, 2022).  

1.2. Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella pneumoniae est une bactérie pathogène à Gram négatif de la famille des 

Enterobacteriaceae. Cette bactérie peut causer de nombreux types d’infections dont des 
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pneumonies, des septicémies ou encore des infections des voies urinaires. Les septicémies 

causées par Klebsiella pneumoniae sont des infections graves et potentiellement mortelles qui 

doivent obligatoirement être soignées par des antibiotiques notamment par des carbapénèmes, 

en cas de résistances aux autres β-lactamines. Cependant, un rapport de l’OMS en 2022 a révélé 

que 8 % des infections sanguines causées par K. pneumoniae étaient résistantes aux 

carbapénèmes. Ce qui est très problématique car souvent il n’y a aucune autre option 

thérapeutique ce qui augmente de manière drastique le risque de décès (GLASS report, 2022).  

Les souches de Klebsiella pneumoniae portent généralement un grand nombre de gènes 

accessoires sur des plasmides ou dans des loci chromosomiques. Ces gènes accessoires peuvent 

apporter une résistance aux antibiotiques ou une plus grande virulence. Ainsi, il est possible de 

classer les souches de K. pneumoniae dans trois catégories : multirésistantes (MDR), 

hypervirulente (hvKp) et opportunistes (correspondant aux souches classiques ne possédant pas 

les éléments précédemment mentionnés). Parmi les facteurs de virulence identifiés dans les 

souches hvKp, les plus courants sont les  pili, la capsule, le lipopolysaccharide et les chélateurs 

de fer (Wang et al., 2020).  

Le fer est un nutriment essentiel pour la croissance et la survie des cellules eucaryotes et 

procaryotes. La compétition pour le fer entre l'hôte et la bactérie est un facteur critique dans 

l'issue de l'infection. La quantité en fer dans l’hôte est fortement régulée par différents 

mécanismes dont le stockage sous la forme de ferritine. L’hôte possède également des protéines 

permettant de lier le fer et d’assurer son transport comme la transferrine. Afin de pouvoir se 

multiplier rapidement dans l’organisme hôte, de nombreuses bactéries de la famille des 

Enterobacteriaceae sont capables de produire des sidérophores. Ces protéines possèdent une 

affinité généralement plus élevée envers le fer que les protéines de liaison de l’hôte, permettant 

ainsi de récupérer le fer. Le fer peut ensuite réintégrer la cellule bactérienne par l’intermédiaire 

de récepteurs spécifiques aux sidérophores. Plusieurs sidérophores sont connus chez K. 

pneumoniae dont l’entérobactine, la salmocheline et la yersiniabactine.  

La yersiniabactine, comme son nom le laisse sous-entendre, a initialement été identifiée 

dans des bactéries du genre Yersinia (Haag et al., 1993).  Les gènes impliqués dans la synthèse, 

le transport et la régulation de ce sidérophore sont regroupés dans un HPI nommé locus ybt lui-

même présent, chez K. pneumoniae, dans l’ICEKp. Au moins 17 lignées différentes du locus 
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ybt et 14 variants de l’ICEKp ont été identifiés (Lam et al., 2018). Le locus ybt est composé de 

12 gènes organisés en 4 opérons dont 2 monocistroniques (figure 9). 

  

 

Figure 9 : Structure du locus ybt de l’ICEKp. 

Au sein de ce locus, le gène ybtA a été identifié comme étant le régulateur central avec le 

régulateur d’absorption du fer Fur. La protéine Fur, pour Ferric uptake regulation, est une 

protéine régulatrice présente chez toutes les bactéries permettant la régulation de nombreux 

gènes jouant un rôle dans la capture du fer. En présence de fer, le régulateur Fur se fixe aux 

promoteurs des gènes ayant pour fonction la capture du fer, comme le gène ybtA, régulant ainsi 

négativement la synthèse de la yersiniabactine. Cependant, lorsque le fer vient à manquer, le 

régulateur Fur libère la région promotrice de ybtA, permettant sa transcription et traduction. 

Une fois traduite, la protéine YbtA régulera la transcription des 4 opérons du locus dont 

l’opéron irp2 codant pour la protéine Irp2 et Irp1, deux enzymes de synthèse de peptide non-

ribosomique (NRPS) permettant la synthèse de la yersiniabactine (figure 10).   

 

Figure 10 : Représentation schématique de la régulation de la protéine Irp2, une enzyme de synthèse de peptides 
non-ribosomique (NRPS) impliquée dans la synthèse de la yersiniabactine, du locus ybt médié par YbtA et Fur. 

Le locus ybt est largement distribué dans la population de K. pneumoniae, on le retrouve 

dans 30-40 % des isolats cliniques humains et dans 13 % des isolats colonisateurs présent dans 

notre microbiome. Il est très fortement associé aux souches hypervirulentes car on le retrouve 

dans au moins 78 % d’entre elles. De plus, entre 6 et 80 %, selon les sources et localisations 

géographiques, des souches MDR contiennent ce locus (Wyres et al., 2020). 
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1.3. Salmonella enterica 

Salmonella enterica est une bactérie pathogène à Gram-négative de la famille des 

Enterobacteriaceae. Le genre Salmonella comprend plus de 2 500 sérovars, S. enterica étant la 

cause la plus fréquente de salmonellose chez l'Homme. La salmonellose se présente 

généralement sous la forme d’une gastro-entérite (fièvre, diarrhée, vomissement et douleur 

abdominales). Les salmonelles sont fréquemment responsables de toxi-infections alimentaires 

collectives (TIAC) qui ont provoqué un grand scandale sanitaire en France en 2022 (Santé 

Public France, 2022).   

Il existe trois principaux types d'infections à Salmonella enterica selon le sérovar impliqué : 

les infections à Salmonelles typhoïdes, les infections à Salmonelles non typhoïdes (SNT) et les 

infections à SNT invasives (figure 11). Les infections à Salmonelles typhoïdes, causées par les 

sérovars Typhi et Paratyphi, se caractérisent par une fièvre entérique accompagnée d’une 

atteinte gastro-entérique. Ces infections, endémiques dans de nombreuses régions du monde, 

causent environ 25 millions de cas et plus de 200 000 décès par an (Cuypers et al., 2018). 

Les infections à Salmonelles non typhoïdiques sont causées par une série de sérovars, dont 

Salmonella Typhimurium et Enteritidis sont les plus fréquents, et constituent le type le plus 

courant d'infection à Salmonella (MASA, 2017). Plus de 90 millions de cas et environ 800 000 

décès sont recensés par an. Les SNT causent généralement des infections gastro-intestinales 

bégnines, toutefois, chez les personnes immunodéprimées ou présentant d’autres problèmes de 

santé sous-jacent, les infections peuvent être plus graves et entraîner un grand nombre 

d’infections invasives telles que des bactériémies. La majeure partie des décès imputable aux 

salmonelloses sont causés par des infections SNT invasives (MASA, 2017). 

 
Figure 11 : Distribution de l'incidence des infections à Salmonella enterica 
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La pathogénicité de Salmonella enterica est largement attribuée à la présence de plusieurs 

facteurs de virulence pouvant être répartis sur des îlots de pathogénicité chromosomique ou sur 

des plasmides de virulence comme pSLT présent chez certains isolats de Salmonella 

Typhimurium. Au total 17 îlots de pathogénicité (SPI) ont été identifiés chez Salmonella 

enterica. Le SPI-1 est conservé dans toutes les souches de S. enterica et code pour un T3SS 

essentiel à l’invasion de la bactérie et à l’apparition d’entérite. Ce T3SS est régulé par un 

système de régulation HilA/HilD strictement conservé (Kombade et al., 2021). 

Le régulateur transcriptionnel central HilD contrôle l’expression de nombreux gènes 

impliqués dans la virulence par interaction directe sur leurs promoteurs dont HilA un autre 

facteur de transcription central. Ainsi l’activation en cascade de HilD et HilA permet 

l’expression d’une série de facteurs de virulence impliqués dans les premiers stades de la 

l’infection dont l’invasion, la survie intracellulaire et la propagation systémique (figure 12) 

(Kombade et al., 2021).  

 
Figure 12 : Régulation de la virulence de Salmonella enterica médiée par HilD (Kombade et al., 2021) 
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2. Description des plasmides conjugatifs selectionnés : 

Afin d’améliorer la dissémination de notre plasmide tueur, nous avons décidé d’utiliser un 

plasmide conjugatif capable de se transférer de lui-même au sein d’une population bactérienne 

complexe. Pour cela nous avons décidés d’étudier le transfert de certains plasmides conjugatifs 

connus pour avoir une large gamme d’hôte ainsi qu’une forte efficacité de transfert.  

Nous avons sélectionné les 4 plasmides suivants : pKM101, pOXA48, pRP4 et pTP114.  

2.1. Le pKM101 

Le plasmide pKM101 est un plasmide conjugatif à large gamme d’hôtes d’environ 36 kb, 

dérivé du plasmide R46, initialement isolé chez Salmonella enterica Typhimurium, ayant subi 

plusieurs évènements de délétion dont un médié par l’excision d’un transposon Tn3 et la 

recombinaison de deux IS46 (Hall, 1987). A l’origine, le plasmide R46 contenait de nombreux 

gènes de résistances aux antibiotiques, au sein d’un intégron mobile de classe 1, lui conférant 

une résistance aux β-lactamines (oxa-2), spectinomycine/streptomycine (aadA1) et 

sulfonamides (sul1). A la suite d’un événement de délétion, une grande partie de l’intégron a 

été perdue dans le plasmide pKM101, où il ne reste plus que l’intégrase intI1, le premier gène 

de l’intégron oxa-2 ainsi qu’une moitié de la cassette aadA1. De nombreux autres gènes de 

résistances étaient présents dans le transposon Tn3 conférant une résistance à la tétracycline et 

à l’arsenic.  

C’est un plasmide possédant un faible nombre de copies par cellule (entre 1 et 5) et dont la 

réplication est initiée par la protéine RepA. Il fait partie du groupe d’incompatibilité IncN. Les 

groupes d'incompatibilité de plasmide sont un système utilisé pour classer les plasmides en 

fonction de leur capacité à coexister au sein d'une même cellule bactérienne. Les plasmides qui 

appartiennent au même groupe d'incompatibilité sont incapables de coexister de manière stable 

au sein de la même cellule, car ils portent souvent des gènes de réplication et/ou de partition 

similaires qui entrent en compétition les uns avec les autres pour les ressources au sein de la 

cellule. Le pKM101 code également pour deux protéines jouant un rôle dans la compétition 

plasmidique : une protéine exclusion, Eex, empêchant l’entrée dans la cellule d’un autre 

plasmide du même groupe d’incompatibilité, et une protéine Fip (pour fertility inhibition of 

IncP plasmid) empêchant les plasmides du groupe d’incompatibilité IncP d’être maintenu dans 

la cellule bactérienne.  
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D’après une prédiction réalisée à l’aide de l’outil Conj-Scan, son système conjugatif serait 

un système de type T (Cury et al., 2020).  Les gènes du T4SS sont organisés en deux opérons 

et sont régulés par deux systèmes régulateurs distincts KorAB et StbABC (Moré et al., 1996; 

Guynet et al., 2011).  L’opéron stbABC semble également jouer un rôle important dans la 

stabilité du plasmide. 

La leading region du plasmide pKM101 (la première à être transférée et exprimée dans la 

cellule receveuse) est composée de 6 régions conservées et répétées nommées CUP (pour 

Conserved UPstream), et code pour au moins 18 gènes dont les fonctions ne sont pas encore 

bien caractérisées. Parmi les gènes identifiés, on retrouve une protéine anti-restriction ArdA, 

l’opéron stbABC et les gènes mucAB, analogues a umuDC chez E. coli, dont l’expression est 

contrôlée par la protéine LexA et codant pour une ADN polymérase V, faiblement processive 

et sujette aux erreurs, jouant un rôle dans la réparation de l’ADN pendant un stress SOS. Les 

gènes de la leading region semblent être très fortement régulés par deux protéines régulatrices 

ArdK et ArdR, elles aussi codées dans cette région (Delver and Belogurov, 1997).  

2.2. Le pOXA48 

Les plasmides pOXA48 sont des plasmides conjugatifs à large gamme d’hôtes d’environ 

60 kb, initialement identifiés dans des souches cliniques de K. pneumoniae et E. coli résistantes 

aux carbapénèmes via le gène blaOXA-48. Ils sont fréquemment responsables d’infections 

nosocomiales dans les hôpitaux, où ils sont capables de se disséminer entre différents patients 

mais aussi dans le microbiote des patients très efficacement (León-Sampedro et al., 2021). Dans 

ce projet, nous utilisons le plasmide pOXA48_K8, identifié et séquencé par une équipe de 

chercheurs basée à Madrid (León-Sampedro et al., 2021).  

Ce plasmide, d’une taille de 65 kb porte le gène blaOXA-48 conférant une résistance étendue 

aux β-lactamines dont les carbapénèmes. Ce gène est porté par un transposon Tn1999 inséré 

dans le gène tir, impliqué dans la répression des gènes conjugatifs. Son inactivation par le 

Tn1999 conduit à une augmentation importante de l’expression du système conjugatif 

permettant un taux de transfert élevé (Fursova et al., 2015).  

La réplication du plasmide est initiée par le système repABC. Deux autres protéines, TraC 

et ParM sont essentielles à la réplication et partition du plasmide dans les cellules bactériennes. 

Ce plasmide fait partie du groupe d’incompatibilité IncL/M. Il code également pour deux 

systèmes TA de type II : pemIK et relB/dinJ. Les systèmes TA sont fréquemment retrouvés sur 
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les plasmides où ils jouent un rôle de module d’addiction. Dans le cas des TA de type II, la 

toxine et l’antitoxine sont toutes deux des protéines. Les deux gènes sont en opéron et sont 

exprimés en même temps. La toxine est une protéine stable, tandis que l’antitoxine est moins 

stable. Ainsi, afin que la toxine soit inactivée, il est nécessaire d’avoir une expression continue 

de l’antitoxine, la présence du gène codant pour l’antitoxine devient donc nécessaire à la survie 

de la cellule. Dans le cas des TA codés sur les plasmides, la perte du plasmide induit un arrêt 

de l’expression de l’antitoxine, les stocks protéiques d’antitoxine vont finir par s’amenuiser 

tandis que la toxine, plus stable, est toujours présente, conduisant à la mort de la cellule ayant 

perdu le plasmide (Harms et al., 2018).  En plus de sa fonction dans l’addiction et la 

maintenance des plasmides, il a également été montré que certains systèmes TA jouaient un 

rôle dans la résistance aux bactériophages. C’est notamment le cas du système pemIK présent 

sur le pOXA48. Lorsque qu’une bactérie possédant le pOXA48 est infectée par certains types 

de phage, la toxine pemK est surexprimée, conduisant à la mort de la cellule et empêchant ainsi 

le phage de se disséminer dans la population bactérienne (Bleriot et al., 2022). 

D’après une prédiction réalisée à l’aide de l’outil Conj-Scan, son système conjugatif serait 

un système de type I (Cury et al., 2020). Les gènes du T4SS sont organisés en 3 opérons et sont 

normalement régulés par la protéine Tir inactivée dans ce plasmide par le transposon Tn1999.  

Sa leading region, est composée de 27 gènes dont la plupart sont de fonction inconnue. 

Parmi eux on retrouve des gènes pouvant jouer un rôle dans la virulence comme une protéine 

pouvant lier le fibrinogène (fibrinogen binding protein), une phospholipase D, capable 

d’hydrolyser les phospholipides à la membrane des cellules eucaryotes et ainsi faciliter 

l’invasion ou encore une protéine de la famille ymoA/rmoA connu pour être impliqué dans la 

thermorégulation de l’expression de la virulence (Madrid et al., 2002). En plus de ces gènes, 

on peut également noter la présence de gènes impliqués dans la protection du plasmide comme 

les gènes ssb et klcA codant respectivement pour une protéine protégeant l’ADN simple brin 

(importante pour la protection de l’ADN lors du transfert simple brin pendant la conjugaison) 

et pour une protéine anti-restriction. On retrouve aussi un gène codant pour l’enzyme de 

restriction kpnI impliquée dans la compétition entre plasmides. Trois facteurs de transcription 

sont également présents dans cette région dont KorC et deux protéines appartenant à la famille 

XRE. Leurs fonctions régulatrices sont encore inconnues. L’étude de la fonction des nombreux 

gènes codés dans cette région pourrait permettre de mieux comprendre le rôle de ce plasmide 
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dans la cellule bactérienne et comprendre pourquoi ce plasmide n’est pas coûteux dans la 

plupart des hôtes bactériens voir même bénéfique (Alonso-Del Valle et al., 2021).  

2.3. Le pRP4/RK2 

Le pRP4 est un plasmide conjugatif à large gamme d’hôtes d’environ 60 kb originellement 

identifié dans des isolats cliniques de Klebsielle et Pseudomonas sp. présentant des résistances 

aux antibiotique (Lowbury et al., 1969). D’après l’analyse de sa séquence, il proviendrait d’une 

bactérie environnementale apparenté à Pseudomonas sp. ou Agrobacterium sp. (Pansegrau et 

al., 1994). Le pRP4 n’est pas distinguable du plasmide RK2, ce sont juste deux isolats du même 

plasmide (Pansegrau et al., 1994). Sa large gamme d’hôte, s’étendant à quasiment toutes les 

bactéries à Gram négatives, avec une exception pour les bactéries du genre Bacteroides, en fait 

un outil biotechnologique intéressant (Thomas and Smith, 1987). 

Au cours de son évolution, il a acquis plusieurs gènes de résistance aux antibiotiques dont 

blaTEM-2, tetA/R et aph conférant une résistance à l’ampicilline et apparenté, à la tétracycline et 

à la kanamycine (Meyer and Helinski, 1977). 

Son système réplicatif est composé d’une origine de réplication oriV et d’une protéine 

initiatrice TrfA. Il possède également deux systèmes de partition ParABC et IncC. Il appartient 

au groupe d’incompatibilité IncP et incA/C2. De plus, il possède un gène codant pour la protéine 

FiwA (pour fertility inhibition of IncW plasmid), rendant le maintien des plasmides incW 

impossible dans les cellules hébergeant le pRP4.  

D’après une prédiction réalisée à l’aide de l’outils Conj-Scan, son système conjugatif serait 

un système de type T (Cury et al., 2020). Les gènes du T4SS sont organisés en 3 opérons.  

La réplication, partition et conjugaison du pRP4 sont fortement régulées par un ensemble 

de facteurs de transcription codés dans la leading region du plasmide : KorABC et trbA 

(Kolatka et al., 2010). On retrouve dans cette région deux gènes impliqués dans la protection 

du plasmide : le gène ssb et le gène klcA codant respectivement pour une protéine protégeant 

l’ADN simple brin et une protéine anti-restriction.  

2.4. Le pTP114 

Le pTP114 est un plasmide conjugatif à large gamme d’hôtes de 65kb, identifié dans une 

souche E. coli K-12. Ce plasmide a été identifié et séquencé très récemment en 2020 par des 
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chercheurs de l’université de Sherbrooke au Canada. Il code pour le gène aph(3’)-Ia conférant 

une résistance à la kanamycine.  

Sa réplication est initiée par la protéine RepA et il possède plusieurs systèmes de partition 

dont ParA et il appartient au groupe d’incompatibilité IncI2.  

D’après une prédiction réalisée à l’aide de l’outil Conj-Scan, son système conjugatif serait 

un système de type T (Cury et al., 2020). Il se distingue des autres plasmides conjugatifs choisis 

par la présence d’un système d’adhésines accessoires, nommé pilus de type IV (T4P), pouvant 

faciliter le contact avec les bactéries donneuses et receveuses et la formation de paires 

d'accouplement en rapprochant les deux cellules l'une de l'autre. Le T4P peut donc jouer un rôle 

important dans la stabilité des paires d’accouplements, le déploiement du T4SS et donc le 

transfert de l’ADN plasmidique.  

Succinctement, le T4P peut être séparé en 2 parties : une plateforme cytoplasmique-

transmembranaire, ainsi que le pilus à proprement parlé (figure 13). De nombreuses protéines 

participent à la formation de la plateforme cytoplasmide-transmembranaire et seulement deux 

protéines à la formation du pilus : les pilines. Il existe deux sous-unités de piline : les pilines 

majeures, participant à la polymérisation la plus importante du pilus, et les pilines mineures 

moins abondantes, retrouvées majoritairement vers l’extrémité du pilus et jouant un rôle 

important dans l’interaction du pilus avec la membrane de la cellule cible. Elles jouent un rôle 

important dans l’adhésion des cellules, la formation de biofilm et la virulence (Craig et al., 

2019).   
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Figure 13 : Représentation schématique d'un pilus de type IV (Craig et al., 2019). 

Dans le pTP114, la présence du T4P est nécessaire pour la conjugaison en milieu liquide et 

au sein du microbiote intestinal des souris, mais pas en milieu solide (Allard et al., 2022). Il est 

composé d’au moins 11 protéines dont PilS la piline majeure et PilV la piline mineure. Le gène 

pilV fait partie intégrante d’un shufflon et peut ainsi porter différent domaines C-terminaux. Un 

shufflon est un élément génétique pouvant réarranger l'ordre des segments d'ADN à l'intérieur 

de l'élément. Il consiste en une série de segments d'ADN, appelés cassettes flanquées de site de 

recombinaison, permettant le réarrangement des cassettes par une tyrosine recombinase 

spécifique nommée shufflase. Ainsi, l'ordre des cassettes dans le shufflon peut affecter 

l'expression et l'activité des gènes situés dans le shufflon et génère une variabilité génétique 
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pouvant être bénéfique à l’adaptabilité de la bactérie. Dans le cas du pTP114, le shufflon va 

générer plusieurs variantes de la protéine PilV, modifiant ainsi le pilus et son affinité pour 

différentes espèces bactériennes. Cela permet au plasmide de modifier sa spécificité de gamme 

d’hôte conjugatif potentiel (Allard et al., 2022).   

Une récente étude, conduite par des chercheurs de l’université de Sherbrooke au Canada, a 

étudié le transfert de 13 plasmides conjugatifs, appartenant à différents groupes 

d’incompatibilité et représentatifs de la variabilité des plasmides conjugatifs existants, au sein 

d’un microbiote de souris simplifié composé d’E. coli Nissle 1917. La bactérie donneuse, 

possédant le plasmide conjugatif et la bactérie receveuse étaient toutes les deux des souches de 

E. coli Nissle 1917. Des expériences de conjugaison en milieu solide, liquide ainsi que dans le 

microbiote des souris ont été réalisés afin de calculer le taux de transfert de chaque plasmide. 

D’après les données de cette étude, le plasmide pTP114, était le plasmide avec les meilleurs 

taux de transfert au sein du microbiote simplifié de souris. D’après les auteurs, un système de 

stabilisation de la paire d’accouplement (MPS), dont le T4P fait partie, est nécessaire à la 

conjugaison in situ. Ainsi les plasmides n’en possédant pas ne sont pas capables de se transférer 

efficacement par conjugaison dans le microbiote intestinal (Neil et al., 2020).  

Cependant plusieurs limites peuvent être soulignées. En effet, dans l’étude, les auteurs 

n’observent pas de transfert du plasmide RK2 in situ. Alors que de nombreuses autres études, 

dont une conduite au sein de l’unité PGB, montrent que le plasmide RK2 est capable de 

transférer un plasmide mobilisable in situ (Ruotsalainen et al., 2019; Dong et al., 2019; Li et 

al., 2022; López-Igual et al., 2023). De plus, les souches de E. coli Nissle 1917 choisies comme 

receveuses et donneuses par conjugaison sont connus pour être des souches très peu efficaces 

pour la conjugaison (Sonnenborn and Schulze, 2009). 

 

Afin de déterminer avec quel plasmide conjugatif nous allons continuer de travailler, nous 

nous sommes basés sur plusieurs critères : son efficacité de transfert par conjugaison en milieu 

solide envers différentes Gammaproteobactérie, l’étendue de sa gamme d’hôte ainsi que son 

groupe d’incompatibilité. 
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1. Étude des taux de transferts des plasmides conjugatifs sélectionnés : 

Le taux de transfert des 4 plasmides conjugatifs a été testé en milieu solide sur gélose. Pour 

cela chaque plasmide a été transféré dans une souche d’E. coli MG1655 ∆dapA. La délétion du 

gène dapA rend la bactérie auxotrophe à l’acide diaminopimélique (DAP), un acide aminé non 

protéinogène essentiel à la synthèse de la paroi bactérienne. Cela permet de contre-sélectionner 

la souche d’E. coli donneuse par conjugaison.  

Afin de réaliser l’expérience de conjugaison, les bactéries donneuses et receveuses ont été 

incubées à 37°C jusqu’à phase exponentielle de croissance (DO600nm comprise entre 0,3 et 0,6). 

La même quantité de donneuse (D) et de receveuse (R) a été mélangée et déposée sur un filtre 

sur une gélose Mueller-Hinton (MH) complémentée par 300µM de DAP. Après 16h 

d’incubation à 37°C, en présence ou en absence d’oxygène, les bactéries ont été récupérées et 

déposées sur plusieurs milieux permettant de calculer le nombre de bactéries donneuses, 

receveuses et transconjuguants (bactéries receveuses ayant reçues le plasmide). Le taux de 

transfert a été calculé en divisant le nombre de transconjuguant (Tc) par le nombre total de 

bactéries receveuses. Ainsi si le plasmide est transféré à une bactérie receveuse sur 10, le taux 

de transfert sera de 10 %.  

Neuf bactéries receveuses différentes ont été utilisées : dont une E. coli, une Shigella, trois 

Klebsiella pneumoniae, deux Salmonella Typhimurium, deux Vibrio cholerae. Les 

caractéristiques principales des souches utilisées sont résumées dans le tableau II.  

Tableau II : Principales caractéristiques des souches receveuses utilisées. 

Espèce Souche Informations  Référence 

Escherichia 

coli 

K-12 substr. 

MG1655 

Génotype : F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 

Sérotype : OR:H48:K- 

Plasmide : Ø 

AMR : ampC β-lactamase (conférant une 

résistance modérée à l’ampicilline) 

(Blattner et 

al., 1997). 

Shigella 

flexneri 

2a str. 301 Plasmide : pINV-B (IncFII) (Lan et al., 2003). 

AMR : ampC β-lactamase (conférant une 

résistance modérée à l’ampicilline) 

(Jin et al., 

2002). 
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Klebsiella 

pneumoniae 

04A025 Souche MDR ST15 

Sérotype : wzi24, KL24, O1v1 

Virulence : Yersiniabactine (ybt10 ; ICEKp4 ; ST 

107-2LV). 

AMR : SHV-28, TEM-1, ANT(3’’)-Ia, tetA, 

DfrA1*, sul1*.  

Confèrent une résistance au β-lactamine, 

carbapénème, aminosides, tétracycline, 

triméthoprime et sulfamethoxazole. 

Plasmide : 1 plasmide IncFIB 

(Brisse et al., 

2009). 

Klebsiella 

pneumoniae 

BJ1-GA Souche hypervirulente (hvKp) ST380 

Sérotype : wzi 2, KL2 

Virulence : Yersiniabactine (ybt12 ; ICEKp10 ; 

ST1), colibactin (clb1, ST1), aerobactine (iuc2, 

ST14), salmochelin (iro2, ST3) et rmpA (A_3 ; 

KpVP-2) 

AMR : SHV-207. Confère une résistance aux β-

lactamines. 

Plasmide : 2 plasmides : IncFIB(K) et IncFIA(HI1) 

(Bialek-

Davenet et 

al., 2014).  

Klebsiella 

pneumoniae 

SB5521_Mada Souche MDR ST307 

Sérotype : wzi173, KL102, O2v2 

Virulence : Yersiniabactine (ybt10 ; ICEKp4 ; ST 

91-2LV). 

AMR : SHV-28, CTX-M-15, ParC-80i, GyrA-83I 

Confèrent une résistance aux β-lactamines, 

carbapénème et fluoroquinolones. 

Plasmide : Ø 

(Huynh et al., 

2020). 

Salmonella 

enterica 

Typhimurium 

SL1344 AMR : AAC(6’)-Iaa, APH(6)-Id, sul2, ermB 

Confèrent une résistance à l’érythromycine, 

sulfonamides et aminosides. 

(Kröger et 

al., 2012).  
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Plasmide : pCol1B9 (IncI1), pRSF1010 (IncQ1), 

pSLT (IncFIB).  

Salmonella 

enterica 

Typhimurium 

STM 36-57 AMR : AAC(6’)-Iaa, ermB. 

Confèrent une résistance à l’érythromycine et 

aminosides. 

Plasmide : Ø 

F.X. Weill – 

CNR-ESS 

Vibrio 

cholerae 

O1 biovar El 

Tor str. 

N16961 

AMR : catB9 et varG/R (confèrant une résistance 

au chloramphénicol et β-lactamine).  

Plasmide : Ø 

(Heidelberg 

et al., 2000).  

Vibrio 

cholerae 

O139 – MO10 AMR : catB9, varG/R, SXTMO10.  

L’ICE SXT confère une résistance au 

sulfamethoxazole, trimetoprime, chloramphénicol 

et streptomycine (Burrus et al., 2006). 

Plasmide : Ø 

 

 

Les plasmides pRP4 et pTP114 codent tous deux pour un gène aph, conférant une résistance 

à la kanamycine, un antibiotique de la famille des aminosides. Le gène aph(3’)-IIa a été ajouté, 

par recombinaison homologue à l’aide du système lambda-red, aux plasmides pOXA48 et 

pKM101 afin de pouvoir sélectionner les évènements de transfert plasmidique à l’aide de la 

résistance à la kanamycine. Concernant le pKM101, le gène aph a été ajouté dans le gène aadA1 

inactif, initialement présent dans l’intégron mobile plasmidique. Pour le plasmide pOXA48, le 

gène aph a quant-à-lui été inséré à la place du Tn1999 codant pour le gène blaOXA-48, ainsi le 

plasmide perd sa résistance aux carbapénèmes et devient résistant à la kanamycine.   

Toutes les bactéries receveuses sont capables de croître sur un milieu MH avec et sans 

oxygène et sont sensibles à 25µM de kanamycine. Les transconjuguants ont tous été 

sélectionnés sur gélose MH complémentée par 25µM de kanamycine.  

Parmi les quatre plasmides conjugatifs, le pTP114 a obtenu les plus faibles taux de transfert. 

Dans le cas des deux souches de Salmonella Typhimurium, aucun transconjuguant n’a été 

observé avec ce plasmide (figure 14). A l’inverse, deux plasmides se démarquent par leur 
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efficacité de transfert dans les 9 bactéries testées : le pRP4 et le pOXA48. Leur taux de transfert 

dans E. coli et Shigella, était de 100 % et avoisinait les 10 % minimum dans les autres souches. 

Des différences mineures ont été observées entre les taux de conjugaison en présence et 

absence d’oxygène pour le pRP4 et pOXA48. Initialement cette condition avait été testée car 

dans une étude publiée par des chercheurs de l’université de Sherbrooke, le transfert du pTP114 

était stimulé en l’absence d’oxygène (Neil et al., 2020). Comme souligné dans l’étude, 

l’absence d’oxygène stimule bien le transfert du pTP114 entre 2 souches d’E. coli, mais dans 

les autres souches, l’anaérobiose n’a pas d’effet voire un effet négatif sur le transfert du 

plasmide. 
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Figure 14 : Taux de transfert des 4 plasmides conjugatifs testés envers 9 bactéries receveuses appartenant à la 
classe des gammaprotéobactérie. 

D’après ces résultats, les plasmides pRP4 et pOXA48 semblent être de bons candidats pour 

le transfert du système toxique au sein d’une population complexe bactérienne. Car ils sont 
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capables d’atteindre des taux de transfert élevés lors d’expérience de paires d’accouplement 

dans nos conditions de laboratoire.  

De plus, ils sont tous les deux réplicatifs dans une large gamme d’hôtes de bactéries à Gram 

négatif et dans le cas du pRP4, seul le genre Bacteroides ne fait pas partie de sa gamme d’hôtes 

de bactéries Gram négatives (Thomas and Smith, 1987).  

Le choix du groupe d’incompatibilité dont le plasmide conjugatif sur lequel se basera notre 

système CoKiP est important. En effet, s’il fait partie d’un groupe d’incompatibilité très 

fréquemment isolé dans le microbiote humain et dans les bactéries résistantes aux antibiotiques, 

des problèmes d’incompatibilité risque de s’opposer à l’entrée, le maintien et dissémination de 

notre plasmide tueur. Pour surmonter ce problème, les outils biotechnologiques utilisent 

souvent des plasmides avec des groupes d'incompatibilité inhabituels et peu fréquemment 

retrouvé dans l’environnement ciblé. Cependant, certains groupes d’incompatibilité inusuels 

possèdent une gamme d’hôtes étroite comme c’est le cas avec les groupes IncZ, IncX ou IncU 

(Rozwandowicz et al., 2018). C’est pourquoi il est nécessaire de faire un compromis entre un 

plasmide possédant un groupe d’incompatibilité peu fréquemment retrouvé mais possédant une 

gamme d’hôtes large.  

Il n’existe, à ma connaissance, pas de publication étudiant les groupes d’incompatibilité des 

plasmides naturellement présents dans le microbiote intestinal humain. Cependant, de 

nombreuses publications et revues se sont intéressées aux plasmides porteurs de gènes de 

résistances aux antibiotiques. Notamment, chez les entérobactéries, de nombreux plasmides 

conférant une résistance aux antibiotiques et appartenant à différents groupes d’incompatibilité 

ont été identifiés. Parmi les plus courants, on retrouve des plasmides appartenant aux groupes 

d’incompatibilité IncF, IncL/M, IncA/C, IncI IncH et IncN (figure 15) (Carattoli, 2009; 

Rozwandowicz et al., 2018).  

Le groupe d’incompatibilité IncL/M, dont fait partie le pOXA48, est le deuxième groupe 

d’incompatibilité le plus fréquemment retrouvé chez les entérobactéries porteuses de plasmides 

conférant une résistance aux antibiotiques. Le pRP4 quant à lui possède 2 groupes 

d’incompatibilité : IncA/C et IncP. Le groupe IncA/C est retrouvé en 3ème position tandis que 

le groupe IncP est un groupe très peu fréquemment retrouvé.  
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Figure 15 : Représentation de la proportion de plasmides, isolés chez l’humain, portant des gènes de résistances 
aux antibiotiques dans les Entérobactéries en fonction de leur groupe d'incompatibilité.Le groupe « others » 
regroupe les groupes d’incompatibilité : IncR, IncT, IncP, IncB/O, IncX, IncW et IncZ. Les données sont issues 
de l’étude Rozwandowicz et al., 2018 (sur 3186 plasmides)  (Rozwandowicz et al., 2018). 

Certains plasmides semblent également être associés à une gamme différente de classes de 

gènes de résistance aux antibiotiques, par exemple les plasmides du groupe d’incompatibilité 

IncI sont fortement associés aux gènes BLSE, et le gène blaOXA-48, conférant une résistance aux 

carbapénèmes, est très fortement associé aux plasmides IncL/M dont fait partie le pOXA48 

(Rozwandowicz et al., 2018).  

Ces données, nous ont poussé à nous orienter vers le plasmide pRP4 afin d’abriter notre 

système tueur. De plus, le pOXA48 étant un plasmide fréquemment retrouvé dans les isolats 

cliniques de K. pneumoniae, E. coli et Shigella multirésistantes aux antibiotiques, si notre 

système tueur était abrité sur ce plasmide, nous n’aurions pas pu cibler ces isolats cliniques.  
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2. Développements de CoKiP spécifiques aux pathogènes sélectionnés : 

Le module tueur du CoKiP est composé d’une toxine fractionnée en deux parties par une 

intéine. L’expression de ce module tueur est contrôlée par la présence d’un facteur de 

transcription activateur (comme ToxR dans le cas du module tueur spécifique à V. cholerae). 

Autrement dit, le FT activateur reconnaît la séquence d’ADN régulatrice en amont du module 

toxique et s’y fixe. La fixation du FT sur l’ADN induit ensuite le recrutement de l’ARN 

polymérase généralement par contact direct ou par changement de conformation de la région 

promotrice, permettant la fixation ultérieure de l’ARN polymérase (Browning and Busby, 

2004). Afin de pouvoir cibler spécifiquement les bactéries pathogènes décrites précédemment, 

nous devons identifier pour chaque bactérie un facteur de transcription activateur spécifique et 

la région promotrice qu’il reconnait afin de réguler l’expression de notre module tueur. En 

l’absence du facteur de transcription, l’expression du module tueur doit être la plus faible 

possible, c’est-à-dire qu’il faut choisir un facteur de transcription régulant l’expression de gènes 

qui ne sont normalement pas ou très peu exprimés. C’est notamment le cas pour les gènes jouant 

un rôle dans la virulence bactérienne. En effet, la virulence est en général un mécanisme coûteux 

pour la bactérie, et son expression est très fortement régulée. En l’absence du facteur de 

transcription activateur spécifique, ces gènes ne sont pas ou très peu exprimés, permettant à la 

bactérie d’économiser ses ressources lorsque la virulence n’est pas nécessaire. 

Il est également nécessaire d’identifier le bon couple toxine-intéine capable de tuer (ou à 

minima de stopper la croissance) de la bactérie ciblée. Pour cela nous nous sommes basés sur 

une étude réalisée précédemment au sein de l’unité par R. Lopez-Igual et al (López-Igual et al., 

2023).  

2.1. Module tueur spécifique à Shigella 

Comme souligné précédemment, les bactéries du genre Shigella appartiennent à la même 

famille phylogénétique que les E. coli. La principale caractéristique les distinguant est la 

présence d’un plasmide de virulence nommé pINV portant les gènes de virulence du T3SS ainsi 

que le régulateur central de la virulence VirF. VirF est un facteur de transcription activateur 

spécifique aux Shigelles et EIEC, connu pour stimuler l’expression de plusieurs gènes dont virB 

et son absence ou inactivation rend la bactérie avirulente (Mills et al., 1992). Autrement dit, 
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l’expression de VirF est nécessaire à la virulence de Shigella, ce qui en fait le candidat parfait 

pour contrôler l’expression de notre système tueur.  

Nous avons tout d’abord vérifié la fonctionnalité de ce système, en clonant un gène 

rapporteur, ici une GFP à demi-vie courte, sur un plasmide mobilisable à faible nombre de 

copies (pSEVA228), sous le contrôle du promoteur virB. Ce plasmide a ensuite été transféré 

dans E. coli MG1655 (souche contrôle ne possédant pas le pINV) et Shigella flexneri 2a, 

possédant le pINV et donc virF. La fluorescence a été mesurée par cytométrie en flux afin de 

suivre l’expression de la GFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aucune fluorescence n’a été détectée chez E. coli que ce soit à 30°C ou 37°C. L’expression 

de la GFP est donc spécifique de S. flexneri et dépend de la présence du pINV (figure 16). Chez 

Shigella, la fluorescence est plus importante à 37°C, cela s’explique par le fait que l’expression 

de VirF est contrôlée par la température et est plus importante à 37°C qu’à 30°C. Ces résultats 

montrent que le promoteur du gène virB est activé en présence du facteur de transcription 

activateur VirF, et que lorsque celui-ci n’est pas présent, alors le promoteur est silencieux.  
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Figure 16 : Mesure de la fluorescence par cytométrie en flux des bactéries E. coli MG1655 et S. flexneri 2a 
possédant le plasmide pSEVA228::PvirB-gfp.La fluorescence a été mesurée après 3h de culutre en milieu LB à 30°C 
ou 37°C.  



 
Page 82 sur 111 

 
 
 

Une fois la spécificité du promoteur vérifiée, la toxine CcdB splitée par l’intéine idnaE a 

été clonée sur ce même plasmide sous le contrôle du promoteur virB. Ce plasmide, ainsi qu’un 

plasmide vide servant de contrôle, ont été transférés par conjugaison à S. flexneri 2a. Le taux 

de transfert a été calculé après 3 heures de conjugaison en divisant le nombre de 

transconjuguants (bactéries receveuses ayant reçues le plasmide) par le nombre total de 

bactéries receveuses.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le taux de transfert du plasmide contrôle est identique entre 30°C et 37°C, cependant il est 

environ 80 fois plus faible pour le plasmide tueur entre 30°C et 37°C (figure 17). Cela signifie 

qu’à 37°C, lorsque VirF est exprimé, la présence du plasmide tueur est toxique et les bactéries 

meurent. Cependant tous les transconjuguants ne sont pas éliminés, environ 1,25 % des 

bactéries ayant reçu le plasmide restent en vie et échappent à l’activité toxique du système tueur. 

Afin de comprendre quels étaient les mécanismes responsables de cet échappement, chaque 

transconjuguants a été étudié et la présence du pINV, de virF et du système toxique ccdB::idnaE 

a été recherchée par PCR.  
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Figure 17 : Taux de transfert du plasmide contrôle (pSEVA228) et toxique (pSEVA228::PvirB-(ccdB::idnaE) dans 
S. flexneri 2a à 30°C et 37°C. 
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Dans la grande majorité des cas (>98 %), le transconjuguant a perdu le plasmide de 

virulence pINV et par extension le facteur de transcription VirF. Dans 1,3 % des cas, des 

recombinaisons d’IS entourant le gène virF ont été observées menant à la perte de virF. Une 

inactivation du système tueur, dans notre cas par insertion d’une IS dans le module toxine-

intéine, n’a été observée que une seul fois ce qui représente environ 0,14 % des cas (figure 18). 

Autrement dit, dans plus de 98 % des cas la présence du système tueur dans S. flexneri à 37°C 

conduit à la mort de la bactérie et parmi les escapers (bactéries ayant échappées au système 

tueur), 99,8 % sont avirulentes. Finalement, seulement 0,0018 % des shigelles ayant reçues le 

plasmide tueur restent virulentes et en vie par inactivation du système toxique. 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Étude des « escapers » ayant échappés au système toxique. 

Cependant, même si, l’efficacité de ce système tueur est importante et l’apparition de 

résistance faible, une limite importante réside dans la faible efficacité de transfert du plasmide 

mobilisable. En effet, même si quasiment toutes les bactéries ayant reçu le plasmide sont 

éliminées par le système tueur, seulement 8 % des shigelles reçoivent le plasmide mobilisable 

in vivo (figure 17). C’est pourquoi il est nécessaire d’améliorer les taux de transfert et de se 

rapprocher de 100 %. Cela peut être atteint en utilisant un plasmide conjugatif comme le pRP4 

décrit précédemment. En effet avec ce plasmide un taux de transfert de 100 % a été observé in 

vitro (figure 14). 

2.2. Module tueur spécifique à Salmonella enterica 

Le génome de Salmonella comporte plusieurs grandes insertions appelées "îlots de 

pathogénicité de Salmonella" (SPI). Ces SPI codent pour des gènes essentiels à la survie de la 

bactérie dans l’organisme hôte. Ils sont notamment responsables de l'invasion, de la survie et 
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de la propagation extra-intestinale. Au total 17 SPI ont été identifiés. Le SPI-1, conservé chez 

tous les sérotypes de S. enterica, encode un T3SS nécessaire à l’invasion de l’épithélium 

intestinal (Kombade et al., 2021). L'expression du régulon SPI-1 est dirigée par un mélange 

spécifique de signaux environnementaux tels que l'osmolarité, les peptides antimicrobiens, 

l'oxygène ou le pH. Ces signaux sont ensuite perçus par un ensemble de système de régulation 

à deux composants (PhoPQ, PhoBR, BarA/SirA et OmpR/EnvZ) qui vont eux même activer 

des facteurs de transcription centraux comme HilD ou HilE (figure 12) (Kombade et al., 2021). 

Lorsque les conditions environnementales sont favorables à la virulence, le facteur de 

transcription HilD va être exprimé et va à son tour activer plusieurs autres gènes dont HilC, 

RtsA et HilA. HilD, HilC et RtsA forment une boucle de rétroaction positive, où chaque facteur 

promeut l'expression de lui-même, de rtsA, de hilC et de hilA, ce qui renforce considérablement 

le signal (Ellermeier et al., 2005). HilA est souvent considéré comme le régulateur central de 

l’expression du SPI-1 puisque c’est lui qui contrôle l’expression de la majorité des gènes 

nécessaires à l’assemblage du T3SS et au stade précoce de l’invasion tissulaire (Kombade et 

al., 2021). Son expression est strictement contrôlée par HilD, et sans lui, hilA n’est pas exprimé 

(Petrone et al., 2014).  

Comme souligné précédemment, la virulence chez Salmonella enterica est contrôlée par 

des signaux environnementaux complexe. Il a notamment été montré que des fortes 

concentrations en sels, ainsi qu’en magnésium étaient capables d’induire la transcription du 

T3SS (Tartera and Metcalf, 1993; Baxter and Jones, 2015). En effet, les systèmes à deux 

composants PhoPQ et PhoBR sont connus pour activer la transcription de HilE, lui-même 

répresseur de HilD (figure 12) (Kombade et al., 2021). Le système PhoPQ est connu pour 

« sentir » la concentration en magnésium, lorsque la concentration en magnésium est faible, le 

senseur PhoQ cesse de déphosphoryler l’effecteur PhoP qui reste donc phosphorylé ce qui 

conduit à une augmentation de la transcription de hilE le répresseur de la virulence (Baxter and 

Jones, 2015). Ainsi une forte concentration en magnésium inhibe toute cette cascade et conduit 

à une augmentation de la transcription de hilD et à une activation de la virulence (figure 12). 

De plus, HilD est essentielle à l’activation de la virulence et sans lui les bactéries sont incapables 

d’activer le T3SS et d’envahir les cellules de l’hôte (Diard et al., 2014). 

Dans le cas de Salmonella enterica et de nombreuses autres bactéries, les facteurs de 

virulence nécessaires à l’invasion tissulaire de l'hôte sont exprimés de manière bimodale, une 
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sous-population exprime les gènes de virulence tandis qu’une seconde sous-population ne les 

exprime pas et est phénotypiquement avirulente. Comme souligné précédemment, l’expression 

des gènes de virulence est très coûteux pour la bactérie, ce qui cause un défaut de croissance. 

La sous-population avirulente, parfois aussi nommé cheater (tricheur en anglais), n’a quant-à-

elle aucun défaut de croissance. Cette expression bimodale est essentielle à la pathogénicité de 

Salmonella enterica (Diard et al., 2013). En effet, l’expression de la virulence et du T3SS est 

très coûteux pour la cellule bactérienne, tellement coûteux que la bactérie est comme 

« épuisée » et ne peut plus elle-même envahir le tissu de l’hôte. Cependant les cheaters, 

profitent de la dégradation des cellules épithéliales de l’hôte causée par les cellules virulentes 

pour envahir le tissu de l’hôte (Diard et al., 2013).  

Toutes ces données mènent à penser que HilD serait le facteur de transcription parfait pour 

activer notre système tueur spécifique à Salmonella enterica et la région promotrice de hilA 

parfaite pour contrôler son expression. C’est pourquoi, de la même manière que pour valider le 

système spécifique de Shigella, nous avons cloné un gène rapporteur, encore une fois une GFP 

à demi-vie courte, sous le contrôle du promoteur hilA. Cette fois, le plasmide rapporteur a été 

transféré par conjugaison dans S. enterica Typhimurium SL1344 et E. coli MG1655. La 

fluorescence a été mesurée par cytométrie en flux après 4h, 8h et 16h de croissance en milieu 

LB Miller supplémenté par 0,08M de NaCl et 10mM de MgSO4. La plus forte induction a été 

obtenue après 8 heures de croissance. Aucune fluorescence n’a été mesurée chez E. coli, 

soulignant la spécificité de l’activation de ce promoteur (figure 19A). Concernant S. 

Typhimurium, une expression bimodale est observée en accord avec la littérature. Entre 40 % 

et 60 % de la population produit la GFP et est donc virulente. Cependant, cette expression est 

très faible et pourrait ne pas être suffisante pour exprimer notre système toxine-intéine 

permettant de tuer la bactérie (figure 19B).  



 
Page 86 sur 111 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Quantification de la fluorescence par cytométrie en flux après transfert du plasmide pSEVA228::PhilA-
gfp après 8h de croissance en milieu LB Miller supplémenté par 10mM de MgSO4 et 0.08M de NaCl, dans une 
souche E. coli (A) ou S. enterica Typhimurium (B) 

Il existe plusieurs options afin d’augmenter l’expression d’un gène, comme changer son 

promoteur, modifier son Ribosome Binding Site (RBS), la distance entre le codon start de la 

protéine et son RBS ou encore la séquence de la protéine afin de choisir des codons plus adaptés 

à la bactérie. Dans notre cas, la GFP utilisée est déjà rationnalisée pour son usage chez les 

entérobactéries. Changer son promoteur risquerait de déréguler son système de contrôle par 

HilD, pouvant conduire à une perte de spécificité et à une expression même en l’absence de 

HilD, ce qui n’est pas souhaitable. Cependant, il est probablement possible de modifier la 

séquence du RBS ainsi que sa distance avec le codon start afin d’accroître l’expression de la 

GFP sans toucher au système de contrôle médié par HilD. La séquence canonique du RBS chez 

les entérobactéries est AGGAGG et sa distance optimale avec le codon start se situe aux 

alentours de 6-8 paires de bases (pb). Le RBS de hilA est AGAGA et est situé à 13pb de codon 

start (figure 20). Ce RBS ainsi que sa distance avec le codon start peuvent être rationnalisés 

afin d’augmenter la transcription de la GFP. Le RBS naturel a donc été remplacé par le RBS 

canonique AGGAGG et placé à une distance de 8pb du codon start.  

A 

B 

E. coli MG1655 + pSEVA228::PhilA-gfp 

S. Typhimurium SL1344 + pSEVA228::PhilA-gfp 
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Figure 20 : Séquence régulatrice naturelle de hilA en amont du gène codant une gfp. 

La spécificité ainsi que l’activité de cette nouvelle séquence régulatrice ont été étudiées de 

la même manière que précédemment en mesurant la fluorescence par cytométrie en flux après 

8h de croissance en milieu LB Miller supplémenté en sel et magnésium. Aucune fluorescence 

n’a été mesurée chez E. coli (figure 21A). La modification du RBS n’a donc pas modifié la 

spécificité d’activation du système et celle-ci est encore dépendante de la présence de HilD. 

Cependant, la modification du RBS a permis une augmentation de l’expression de la GFP chez 

S. Typhimurium d’environ 50 fois (figure 21B). Cette expression importante devrait cette fois-

ci être suffisante pour exprimer notre système toxine-intéine. 

  

RBS 13 pb 
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Figure 21 : Quantification de la fluorescence par cytométrie en flux après transfert du plasmide 
pSEVA228::PhilA(strong-RBS)-gfp après 8h de croissance en milieu LB Miller supplémenté par 10mM de MgSO4 
et 0.08M de NaCl, dans une souche E. coli (A) ou S. enterica Typhimurium (B) 

Le système tueur composé de la toxine HigB2 divisée en deux parties par l’intéine igyrB a 

été cloné sur ce même plasmide sous le contrôle du promoteur de hilA avec le RBS modifié. 

La fonctionnalité du système HigB2::igyrB a déjà été évaluée précédemment par une post-

doctorante de l’unité (López-Igual et al., 2023). Le plasmide tueur a été transmis par 

conjugaison à E. coli MG1655 et S. enterica Typhimurium SL1344. Après 3 heures de 

conjugaison sur milieu LB Miller, non supplémenté en sels et magnésium, la moitié de la 

biomasse a été utilisée pour évaluer le taux de transfert en divisant le nombre de transconjuguant 

par le nombre total de bactéries receveuses. Le reste de la biomasse a été incubé dans 5mL de 

milieu LB Miller supplémenté par 0,08M de NaCl et 10mM de MgSO4 afin d’activer la 

transcription de hilD et la virulence. Après 5 heures de croissance, l’efficacité du système tueur 

S. Typhimurium SL1344 + pSEVA228::PhilA(strong RBS)-gfp 

E. coli MG1655 + pSEVA228::PhilA(strong RBS)-gfp A 

B 
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a été évaluée en comparant la proportion et nombre de transconjuguant avant et après 

l’induction de hilD. Cependant, aucune réduction du nombre de bactéries n’a été observée, 

signifiant que le système tueur n’a pas tué les bactéries activant hilD, représentant pourtant 

environ 50 % de la population totale après 5h de croissances dans nos conditions 

expérimentales. Plusieurs raisons peuvent expliquer cela. Il a été montré précédemment que la 

toxine higB2 tue les bactéries 4h après avoir été induite (López-Igual et al., 2023). Il se pourrait 

alors que l’induction de la toxine par hilD soit trop lente et faible et que la cinétique de notre 

expérience ne nous permette pas d’observer le killing. Une deuxième hypothèse serait que la 

présence du plasmide tueur dans la bactérie diminue/altère la virulence médiée par HilD. Afin 

d’étudier cette seconde hypothèse, le système rapporteur (PhilA-gfp) a été cloné sur un second 

plasmide à faible nombre de copie possédant un système de réplication compatible avec celui 

du pSEVA228. Nous avons choisi pour cela le plasmide pSC101. Le pSC101::PhilA-gfp a 

ensuite été transféré par conjugaison à E. coli MG1655 et S. enterica Typhimurium SL1344 et 

l’expérience de killing a été répétée comme précédemment. 

Cette fois-ci, en plus de mesurer le taux de transfert, nous avons mesuré par cytométrie en 

flux la fluorescence, permettant de suivre l’activation de la virulence médiée par HilD. Une 

fluorescence importante est détectée chez les bactéries ayant reçues le plasmide pSEVA228 

vide sans le système tueur, signifiant que la virulence médiée par HilD est activée (figure 22A). 

Cependant, concernant les bactéries ayant reçues le plasmide pSEVA228 avec le système 

toxine::intéine, une fluorescence très faible est mesurée (figure 22B). Seulement une très faible 

partie de la population (environ 2 %) est fluorescente, et pour la majorité d’entre elles, 

l’activation est très faible laissant supposer que la présence du plasmide tueur, altère l’activation 

de la virulence médiée par HilD. Il se pourrait alors que le plasmide tueur empêche l’activation 

du SPI-1 et donc l’invasion des cellules de l’hôte, empêchant ainsi Salmonella enterica de 

causer la salmonellose. 
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Figure 22 : Quantification de la fluorescence par cytométrie en flux après transfert du plasmide pSEVA228 vide 
(A) ou toxine::intéine (B) dans une souche de S. enterica Typhimurium ayant le plasmide rapporteur 
pSC101::PhilA-gfp 

La même expérience a été réalisée dans d’autres souches de Salmonella enterica dont S. 

enterica Typhi, Paratyphi A et Paratyphi B. Des résultats similaires ont été obtenus.  

2.3. Module tueur spécifique à Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella pneumoniae possède plusieurs facteurs de virulence, l’un des plus communs est 

la présence de sidérophore permettant de chélater le fer dans l’organisme de l’hôte. La 

yersiniabactine est le sidérophore le plus courant, retrouvé dans 30 % à 40 % des isolats 

cliniques. Les gènes impliqués dans la synthèse, le transport et la régulation de ce sidérophore 

sont regroupé dans un HPI nommé locus ybt lui-même présent, chez Klebsiella pneumoniae, 

dans l’ICEKp.  

Au sein de ce locus, le gène YbtA a été identifiée comme étant le régulateur central avec le 

régulateur d’absorption du fer Fur. En absence de fer, le régulateur Fur libère la région 

promotrice de ybtA permettant sa transcription puis sa traduction. Une fois traduite, la protéine 

6 hours 10 hours 24 hours 

S. enterica Typhimurium SL1344 + pSC101-PhilA-gfp + pSEVA228 
A 

B S. enterica Typhimurium SL1344 + pSC101-PhilA-gfp + pSEVA228::PhilA(strong RBS)-higB2::igyrB 
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YbtA régulera la transcription des 4 opérons du locus (figure 9). Sa fonction est différente en 

fonction de l’opéron. En effet, la fixation de YbtA sur sa propre région promotrice réprime sa 

transcription d’environ 2,8 fois, tandis que sur les 3 autres régions promotrices de l’opéron, sa 

fixation active la transcription de 16, 50 et 109 fois respectivement pour l’opéron irp2, psn et 

ybtP (Perry and Fetherston, 2011).  

D’après ces données, le régulateur YbtA pourrait être un candidat intéressant pour contrôler 

l’expression de notre système toxique. De plus, le locus ybt n’est pas présent que chez 

Klebsiella pneumoniae, mais aussi chez les bactéries du genre Yersinia comme Yersinia pestis 

ou pseudotuberculosis mais aussi chez certains E. coli uro-pathogènes (UPEC) (Henderson et 

al., 2009). D’une manière générale cela nous permettrait de cibler toutes les bactéries possédant 

le locus ybt. Comme souligné précédemment, YbtA régule l’expression de plusieurs opérons, 

il existe 3 séquences promotrices connues activées par ce facteur de transcription. La région 

promotrice de l’opéron ybtP chevauche celle du gène ybtA, rendant plus compliqué 

l’identification de la vraie région promotrice nécessaire au contrôle de l’opéron ybtP. Cette 

région promotrice n’a donc pas été testée et les deux autres régions ont été privilégiées.  

Plusieurs versions du plasmide rapporteur, permettant de vérifier la spécificité du système 

ont été construites afin de tester ces deux séquences promotrices. Pour cela les séquences 

promotrices de l’opéron irp2 et psn ont été placées en amont d’un gène codant une GFP afin de 

suivre l’expression médiée par YbtA. Les plasmides ont ensuite été transférés par conjugaison 

dans une souche E. coli MG1655, et dans Klebsiella pneumoniae BJ1-GA (souche 

hypervirulente ST380, tableau II). Puis la fluorescence a été mesurée par cytométrie en flux 

après 5, 8 et 24h de croissance en milieu 63B1 supplémenté par 0,4 % de glucose. Ce milieu 

possède la spécificité de ne contenir que des traces de fer, suffisante pour la croissance 

bactérienne mais permettant d’activer le locus ybt. La version du plasmide rapporteur avec la 

région promotrice psn, a montré une expression chez E. coli, signifiant que ce promoteur permet 

une expression basale, non voulue pour le contrôle de notre système tueur. Cependant, aucune 

fluorescence n’a été détectée dans la souche d’E. coli avec le plasmide rapporteur 

pSEVA228::Pirp2-gfp, signifiant que l’activation de ce promoteur est bien dépendante de la 

présence de YbtA (figure 23A). Une expression bimodale est observée chez K. pneumoniae. 

Même si la majeure partie de la population (70 à 80 %) exprime la GFP (figure 23B), cette 
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expression est faible et de la même manière que pour Salmonella enterica, pourrait être 

améliorée en modifiant le RBS. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Quantification de la fluorescence par cytométrie en flux après transfert du plasmide 
pSEVA228::Pirp2-gfp dans une souche E. coli (A) ou K. pneumoniae (B). 

Cette fois-ci, la séquence du RBS est déjà similaire à la séquence canonique AGGAGG. 

Cependant la distance entre le RBS et le codon start n’est pas optimale et n’est que de 4 paires 

de bases (figure 24). Augmenter cette distance pourrait permettre une meilleure transcription. 

 

Figure 24 : Partie de la séquence régulatrice naturelle du gène irp2 du locus ybt. 

Plusieurs variantes ont été construites en ajoutant 1, 2, 3 ou 4 nucléotides entre le RBS et le 

codon de démarrage. La variante avec 2 nucléotides supplémentaires (distance totale de 6pb), 

permet l’expression la plus importante (environ 10 fois supérieure à la version originale) sans 

5 heures 8 heures 

E. coli MG1655 + pSEVA228::Pirp2-gfp 

Klebsiella pneumoniae BJ1-GA + pSEVA228::Pirp2-gfp 

24 heures 

A 

B 

RBS 4 pb 
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perdre la spécificité de l’expression. C’est pourquoi cette région promotrice modifiée sera 

utilisée pour contrôler l’expression du système tueur (région promotrice de irp2 avec 2pb 

supplémentaire entre le RBS et le codon de démarrage).   

Actuellement le plasmide tueur spécifique à Klebsiella pneumoniae est toujours en cours 

d’étude et de développement, mais il sera très probablement composé de la toxine parE2 divisée 

en deux parties par l’intéine idnaX. La fonctionnalité du système parE2::idnaX a déjà été 

évaluée précédemment et est détaillée dans l’article suivant (López-Igual et al., 2023). 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES  
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Il est communément admis que lorsque la pression de sélection exercée par les antibiotiques 

s’arrête, les bactéries non résistantes aux antibiotiques redeviennent majoritaires. Cependant, 

une revue publiée dans Lancet met en avant le fait que l’acquisition de mécanismes de 

résistances ne compromet pas nécessairement la croissance bactérienne (Holmes et al., 2016). 

Autrement dit, la présence de gènes codant des mécanismes de résistances aux antibiotiques n’a 

pas forcément un coût de fitness. Cela permettrait d’expliquer la dissémination mondiale des 

bactéries multi-résistantes ainsi que leur persistance dans l’environnement et dans les 

microbiotes humains et animaux en l’absence de pression de sélection. La réversibilité de la 

résistance aux antibiotiques n’est donc pas obligatoire, c’est pourquoi il est essentiel de 

minimiser au maximum l’émergence de résistances (Holmes et al., 2016). 

La résistance aux antibiotiques est un phénomène global, il est nécessaire d’éviter l’usage 

abusif des antibiotiques aussi bien dans la médecine humaine que vétérinaire. C’est pourquoi 

des règles de bon usage doivent être appliquées. Il est par exemple essentiel d’utiliser le bon 

antibiotique. Pour cela, les antibiogrammes sont de puissants outils pour vérifier la sensibilité 

de la bactérie aux antibiotiques. De plus, les antibiotiques sont inefficaces sur les infections 

d’origine virale. Les tests rapides d’orientation de diagnostic (TROD) permettent dans certain 

cas d’identifier le pathogène en cause et de justifier l’utilisation d’antibiotiques pour traiter 

l’infection. Le développement de méthodes de diagnostic et d’identification de la souche 

bactérienne de plus en plus rapides et performantes permettront d’utiliser le bon antibiotique 

dès le début de l’infection. La posologie est également importante, une durée de traitement trop 

courte ou trop longue peut engendrer l’apparition d’antibiorésistance, tout comme une dose trop 

faible (ANSM, 2020). Le pharmacien a également un rôle important à jouer dans l’éducation 

thérapeutique du patient et le contrôle de la délivrance des antibiotiques afin d’éviter tout 

mésusage qui pourrait conduire à l’apparition de résistances. Une étude réalisée dans 100 

pharmacies françaises a permis de mettre en évidence les bénéfices de la dispensation des 

antibiotiques à l’unité. En effet, en plus de l’intérêt économique (réduction du nombre de 

comprimés dispensés), la dispensation à l’unité permet de limiter le mésusage. En effet 1 patient 

sur 10 affirme qu’il utilise les antibiotiques dispensés en trop en automédication. En plus de ce 

chiffre élevé, 13 % des patients ne recyclent pas les antibiotiques, ceux-ci se retrouvent dans le 

circuit des déchets ménagers communs et peuvent se finir dans l’environnement (Treibich et 

al., 2017). Les antibiotiques périmés, sous-dosés et les contrefaçons participent aussi 

grandement à l’apparition de résistances (Almuzaini et al., 2013). Finalement, lutter contre 
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l’apparition des infections est probablement le meilleur moyen pour éviter le développement de 

l’antibiorésistance. En effet, en l’absence d’infection, les antibiotiques ne seront pas prescrits. 

C’est pourquoi la vaccination, l’éducation à l’hygiène et à la santé ainsi que le traitement des 

eaux usées sont importants. 

Face à l’émergence de l’antibiorésistance, de nombreuses nouvelles stratégies sont en cours 

de développement afin de lutter contre les infections bactériennes résistantes aux antibiotiques. 

Parmi elles, la thérapie phagique a une place privilégiée. Cependant, plusieurs limites 

compliquent son utilisation clinique. Dans de nombreux cas, la bactérie en cause de l’infection 

n’est pas identifiée au moment de la mise en place du traitement. Celui-ci repose sur une 

antibiothérapie probabiliste avec l’utilisation d’antibiotiques à large spectre, pouvant être actif 

sur la majorité des pathogènes responsables de ce type d’infection. La spécificité des phages, 

généralement envers une espèce ou une souche bactérienne, oblige l’identification précise de la 

bactérie causant l’infection avant leur utilisation. De plus les bactéries peuvent devenir 

résistantes aux bactériophages. En plus de leur utilisation dans la phagothérapie, les phages 

peuvent également jouer un rôle dans la délivrance d’antimicrobiens ciblés et la vaccination. 

Pour finir, les dépolymérases phagiques pourraient aussi jouer un rôle important dans les 

thérapies du futurs grâce à leurs capacités à dégrader les biofilms bactériens, sensibiliser aux 

antibiotiques et phages ainsi que potentialiser le système immunitaire de l’hôte. Les peptides 

antimicrobiens, dont la colistine est la tête de proue, occupent également une place importante 

dans la lutte contre l’antibiorésistance. Leurs doubles actions antimicrobiennes et modulateurs 

de l’immunité de l’hôte en font des candidats médicaments pouvant occuper une place 

privilégiée parmi les thérapies alternatives aux antibiotiques. Même si les bactéries deviennent 

de plus en plus résistantes aux antibiotiques, ceux-ci restent tout de même une arme importante 

dans la lutte contre les infections bactériennes. Plusieurs molécules ont montré une synergie 

avec les antibiotiques permettant de limiter l’apparition de résistances mais aussi de sensibiliser 

les bactéries aux antibiotiques. Les antibiotiques peuvent également être conjugués à des 

nanoparticules permettant d’augmenter leur efficacité ou à des anticorps permettant d’améliorer 

leur spécificité. Des stratégies plus originales sont également en cours de développement, parmi 

elles, on retrouve les stratégies basées sur la conjugaison bactérienne. Ces stratégies reposent 

sur la dissémination d’un plasmide mobilisable ou conjugatif, permettant l’éradication 

spécifique des bactéries pathogènes et/ou résistantes aux antibiotiques grâce à l’utilisation d’un 

système CRISPR-Cas ou de module toxique. Au sein de ces stratégies, on retrouve celle 
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développée par l’unité PGB reposant sur la dissémination d’un plasmide mobilisable codant un 

module toxine::intéine dont l’expression est contrôlée par un facteur de transcription spécifique 

à la bactérie pathogène ciblée. Ce système a montré son efficacité aussi bien in vivo qu’in situ 

dans l’éradication de V. cholerae. Cependant, l’efficacité de transfert limitée du plasmide 

mobilisable est la principale limite de cette stratégie. Afin d’améliorer cette efficacité de 

transfert, une des possibilités est l’utilisation d’un plasmide conjugatif, qui serait capable de se 

propager au sein d’une population microbienne complexe efficacement. Pour cela, l’efficacité 

de transfert, de 4 plasmides conjugatifs à large gamme d’hôtes, a été étudiée. 

 Ces données, en plus des données bibliographiques sur la gamme d’hôtes ainsi que sur les 

groupes d’incompatibilités plasmidiques, nous ont permis d’identifier le plasmide RP4 comme 

étant le plasmide favori pour accueillir le système toxine::intéine développé précédemment. 

Une rationalisation (streamlining) du plasmide est en cours afin de supprimer les IS et gènes de 

résistances aux antibiotiques qui nuisent à sa stabilité et biosécurité. 

Le système tueur spécifique à Shigella et Salmonella enterica, composé d’une toxine 

divisée en deux parties par une intéine dont l’expression est contrôlée par la présence d’un 

facteur de transcription activateur spécifique, est finalisé et a montré une bonne efficacité in 

vivo. Le système tueur spécifique à Shigella, est activé par la présence de VirF, le régulateur 

central de la virulence chez Shigella. Ce système permet, in vivo, de tuer ou de rendre avirulente, 

plus de 99,998% des bactéries ayant reçu le plasmide. Le système tueur spécifique à Salmonella 

enterica, est lui aussi finalisé et les premiers tests in vivo, montrent que sa présence perturbe 

l’activation de la virulence médiée par HilD, le régulateur central du SPI-1 chez Salmonella 

enterica, qui permet l’initiation de la virulence et de l’invasion tissulaire. Cependant, comme 

pour Shigella, des tests in situ, directement dans des organismes modèles comme des souris 

gnotobiotiques devront être réalisés afin de confirmer ces premiers résultats. Concernant 

Klebsiella pneumoniae, le système tueur n’est pas complétement finalisé. L’activation de celui-

ci est dépendant de la présence du locus ybt, permettant la synthèse de la yersiniabactine, un 

sidérophore jouant un rôle important dans la virulence de K. pneumoniae et présent dans 30-

40% des isolats cliniques. 

Une fois les premières étapes de rationalisation du plasmide conjugatif RP4, permettant une 

meilleure biosécurité, finalisées, les systèmes tueurs déjà produits, seront transférés sur ce 
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plasmide afin d’évaluer leur efficacité sur un plasmide conjugatif capable de disséminer 

efficacement dans une population microbienne complexe.  

Conclusion 

De nombreuses nouvelles stratégies sont en cours de développement dans le traitement des 

infections bactériennes et de nouveaux vaccins et antibiotiques avec un mécanisme d’action 

innovant arriveront sur le marché au cours de cette décennie. L’antibiorésistance est un 

problème majeur de santé humaine mais des solutions existent. Continuer de sensibiliser les 

populations pour le bon usage des antibiotiques afin de minimiser l’apparition de résistance est 

primordial, tout comme investir dans la recherche afin de permettre le développement et l’étude 

de thérapies innovantes. Dans ce manuscrit, est détaillée, une stratégie reposant sur l’utilisation 

d’un plasmide conjugatif tueur, pouvant être comparé à une grenade génétique, permettant 

l’expression spécifique d’un module tueur directement dans la bactérie pathogène/résistante 

ciblée.  
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TITRE DE LA THÈSE  

Les cibles et stratégies innovantes dans la lutte contre l'antibiorésistance 
  

RÉSUMÉ DE LA THÈSE  
La résistance croissante aux antibiotiques constitue l'une des plus grandes préoccupations en 
matière de santé pour le XXIe siècle. Un nombre croissant d’infections sont causées par des bactéries 
multi-résistantes aux antibiotiques et si aucune alternative aux antibiotiques n’est trouvée, il est 
estimé, qu’en 2050, les infections bactériennes deviendront la première cause de mortalité dans le 
monde. Face à ce défi, plusieurs approches sont envisagées pour palier à l'inefficacité potentielle des 
antibiotiques. Parmi elles, se démarquent les stratégies exploitant les bactériophages, les peptides 
antimicrobiens et de nombreuses autres molécules capable de potentialiser les traitements 
antibiotiques. D’autres stratégies innovantes proposent de détourner la conjugaison bactérienne pour 
disséminer un élément génétique capable d’éliminer spécifiquement certaines bactéries pathogènes 
au sein d’une population bactérienne complexe. Celles-ci reposent sur l’utilisation d’un plasmide 
mobilisable ou conjugatif codant un système CRISPR-Cas ou un module toxique comme une toxine 
bactérienne. Dans ce contexte, le projet CoKiP (Conjugative Killer Plasmid) se distingue en utilisant 
un plasmide conjugatif à large spectre d'hôtes pour disséminer un module toxine-intéine. L’expression 
de ce module est strictement contrôlée par un facteur de transcription présent exclusivement chez 
les bactéries pathogènes visées. L’objectif est ainsi l'élimination spécifique de Shigella spp, 
Salmonella enterica et Klebsiella pneumoniae. 
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