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AVANT-PROPOS 

 

 Depuis des dizaines d’années, le positionnement entre commensaux et pathogènes de 

certaines espèces bactériennes est de plus en plus difficile à définir. Cette question est 

particulièrement posée dans de nombreuses études durant la dernière décennie du fait de 

l’apparition de très nombreuses techniques moléculaires permettant d’analyser des ensembles 

bactériens comme les microbiotes. Les bactéries sont connues pour être essentielles à 

l’équilibre physiologique des êtres vivants pluricellulaires et participent également au 

développement direct ou indirect de leur immunité naturelle. Cette notion de stimulation du 

système immun de l’hôte est à la base des théories probiotiques et une espèce d’entérocoques 

en particulier, Enterococcus hirae, semble jouer un rôle dans la promotion de l’immunité anti-

tumorale (Zitvogel et al. 2017; Daillère et al. 2016; Vétizou et al. 2015; Viaud et al. 2013). 

Cependant, bon nombre de bactéries sont responsables d’une morbi-mortalité non négligeable 

en particulier chez les patients hospitalisés. Chez ces patients et plus particulièrement chez 

ceux hospitalisés au sein de services de réanimation, un petit groupe de 6 bactéries est 

responsable d’environ 80% des infections liées aux soins et est appelé « ESKAPE » pour 

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp. (Pendleton et al. 2013). Dans ce 

groupe E. faecium, bactérie qui au demeurant est beaucoup moins virulente que d’autres 

espèces à Gram positif comme S. aureus ou Streptococcus pyogenes, est responsable de plus 

de 5% des infections liées aux soins dans le monde. L’explication se trouve sûrement dans la 

capacité que possède cette bactérie à s’adapter et à résister à une pléiade de contraintes 

environnementales comme par exemple l’adhésion à la cellule hôte, l’échappement à une 

réponse immunitaire mais aussi l’adaptation physiologique aux molécules xénobiotiques 

rencontrées au sein de l’hôte. En plus de ses capacités d’adaptation environnementales, 

certaines espèces d’entérocoques, notamment E. faecium, sont douées d’une multi-résistance 
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aux antibiotiques. Cette notion de résistance pose un problème majeur du fait d’un nombre 

d’alternatives thérapeutiques de plus en plus réduit et présente une attention toute particulière 

dans les plus hautes instances décisionnaires tant sur le plan national qu’international. De 

plus, généralement, ces souches dites multi-résistantes sont responsables le plus souvent 

d’infections nosocomiales et participe à l’émergence d’épidémies mondiales par expansion 

clonale. C’est tout particulièrement le cas des entérocoques résistants à la vancomycine 

(ERV), antibiotique de la famille des glycopeptides dont le spectre d’action s’articule autour 

des bactéries à Gram positif,  qui représentent un problème de santé publique majeur du fait 

de la quasi impasse thérapeutique induite par leur phénotype de multi-résistance mais aussi 

par le risque de transfert de la résistance à la vancomycine à d’autres espèces plus virulentes 

comme S. aureus.  

 Depuis trois décennies, de nombreux chercheurs se sont penchés sur la résistance aux 

antibiotiques, en particulier chez E. faecium du fait du caractère épidémique et nosocomial de 

cette espèce. Cependant, avec l’utilisation de nouvelles molécules, certains caractères 

moléculaires de la résistance aux antibiotiquex restent encore méconnus. De plus, depuis une 

dizaine d’années et l’avènement de nouvelles technologies moléculaires comme le 

séquençage à haut débit (ou next-generation sequencing [NGS]) ou la transcriptomique, 

l’étude de l’impact des microbiotes sur l’hôte mais aussi des xénobiotiques sur la bactérie, ont 

permis d’établir de nouvelles voies de recherche fondamentale et en particulier 

l’endocrinologie bactérienne et l’immuno-bactériologie (Lyte, 2004). L’objectif de ce travail a 

été 1) d’étudier la mécanistique de la résistance à deux antibiotiques utilisés dans le traitement 

des infections à E. faecium multi-résistant aux antibiotiques (quinupristine-dalfopristine et 

tigécycline) ; 2) déterminer l’impact des molécules a priori non-antibiotiques les plus utilisées 

en réanimation médicale sur E. faecium et 3) de participer à un travail sur l’utilisation comme 

oncobiotique de E. hirae.  
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 La première partie de ce manuscrit sera consacrée à une revue de la littérature portant 

sur les entérocoques comme bactéries environnementales et opportunistes, les différents 

mécanismes de résistances aux antibiotiques, l’étude de l’impact des molécules non-

antibiotiques utilisées en médecine sur différentes espèces bactériennes et enfin le rôle du 

microbiote dans la réponse anticancéreuse. 

 La seconde partie du mémoire regroupera les publications qui illustrent les résultats 

obtenus lors de ce travail de thèse ainsi qu’une discussion de synthèse concernant l’ensemble 

des travaux et des perspectives qui peuvent en découler.  
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I. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE 
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1. Les bactéries du genre Enterococcus 

 
1.1. Généralités 

 Les entérocoques sont des bactéries à Gram positif, non sporulées qui se présentent 

sous forme de coques isolés ou arrangés en paires ou en chaînettes et dont le génome contient 

un faible pourcentage en G+C (37,5 à 44 %). Les entérocoques sont des bactéries ubiquistes, 

présentes dans différentes niches écologiques telles que le tractus intestinal des mammifères 

dont l'homme, plus rarement au niveau du vagin ou de la cavité buccale (Schloissnig et al. 

2013; Beargie et al. 1975). Ils sont également retrouvés chez d’autres espèces animales dont 

les reptiles, les oiseaux et même les insectes (Gilmore et al. 2013; Flahaut et al. 1997; Deibel 

et al. 1963; Mundt et al., 1962). Leur présence a même été démontrée chez certaines espèces 

animales préhistoriques auxquelles ils ont su s’adapter en évoluant avec les habitudes de vie 

au long des âges (Lebreton et al. 2017; Van Tyne et Gilmore 2014) (Figure 1). On les 

retrouve également dans les eaux usées, l'eau douce, l'eau de mer et le sol.  

 

Figure 1. Evolution dans le temps des Eucaryotes (Van Tyne et  Gilmore, 2014). 

Le rectangle bleu correspond aux espèces chez lesquelles le portage intestinal d’entérocoques est avéré. 

L’échelle des ordonnées correspond aux ères géologiques. 
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 La présence d’entérocoques peut-être détectée dans de nombreux produits alimentaires 

à usage humain comme le fromage ou les produits fermentés. Du fait de leur résistance aux 

températures de pasteurisation et leur grande adaptabilité aux conditions environnementales, 

ils sont retrouvés à la fois dans les produits crus mais aussi dans les produits finis issues de 

l’industrie agro-alimentaire (Foulquié Moreno et al. 2006). Ces germes sont communément 

utilisés comme indicateur de contamination d’origine fécale afin de tester la qualité 

hygiénique des échantillons environnementaux (eaux utilisées pour la consommation) mais 

aussi alimentaires (Wheeler et al. 2002). Ces bactéries sont également utilisées dans 

l’industrie agro-alimentaire et rentrent dans la composition de certains probiotiques du fait de 

la production de bactériocines par certaines espèces (Celiberto et al. 2017; Franz et al. 1999). 

 L’utilisation comme probiotiques à usage humain d’espèces responsables d’infections 

cliniques comme E. faecalis et E. faecium reste limitée mais E. faecalis est largement utilisé 

comme complément alimentaire pour animaux et E. faecium rentre dans la composition de 

probiotiques alimentaires qui sembleraient efficaces dans la prévention de diarrhées associées 

à la prise d’antibiotiques mais aussi dans le traitement de diarrhées infantiles (Canani et al. 

2007; Wunderlich et al. 1989). Certaines espèces d’entérocoques, et en particulier 

Enterococcus hirae, sembleraient pouvoir être utilisées comme oncobiotiques. En effet, 

comme démontré plus loin dans ce mémoire, une étude à récemment montré que l’adjonction 

d’une souche particulière d’E. hirae dans le régime alimentaire de souris porteuses de tumeurs 

permettait une diminution significative de la taille des tumeurs lorsque ces dernières étaient 

traitées par un agent alkylant classiquement utilisé en thérapeutique anticancéreuse, le 

cyclophosphamide (Daillère et al. 2016).   

 Cependant, l’utilisation des entérocoques dans l’alimentation reste très controversée 

du fait du nombre de plus en plus important de cas d’infections humaines à entérocoques, et 

- 21 - 

 



 

 

plus particulièrement à entérocoques résistants à la vancomycine (ERV), avec des prévalences 

très importantes aux États-Unis (environ 80% des souches d’E. faecium isolées à l’hôpital), 

dans certains pays anglo-saxons (ex. Irlande) et des Balkans (Figure 2). Ces données ont donc 

soulevé de nombreuses inquiétudes concernant leur utilisation dans l’industrie agro-

alimentaire (Franz et al. 2003). 

 

Figure 2. Prévalence des souches de E. faecium résistantes à la vancomycine en Europe (2015) 

(http://atlas.ecdc.europa.eu) 

 

1.2. Rappels taxonomiques 

 Les entérocoques sont des organismes anaérobies aérotolérants, oxydase et catalase 

négatives. Ils ont une température de croissance optimale de 35°C, bien que la plupart des 

espèces de ce genre puissent croître à des températures allant de 10 à 45°C. Ils peuvent aussi 

croître en présence de 6,5 % de NaCl, à pH 9,6 et ils survivent à un traitement de 60°C 

pendant 30 minutes. Enfin, les entérocoques appartiennent, pour la plupart, au groupe 

sérologique D de la classification de Lancefield (Lancefield 1933). 
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  Initialement décrits par Thiercelin et classés comme des streptocoques fécaux en 1906 

(Streptococcus faecalis) et 1919 (Streptococcus faecium) (Murray 1990), il a fallu attendre 

1984 et des expériences d'hybridation ADN-ADN ainsi que l'analyse des séquences de 

l’ARNr 16S et de sodA pour montrer que les espèces S. faecium et S. faecalis étaient 

suffisamment distinctes des autres streptocoques pour justifier la création du genre 

Enterococcus (Schleifer et al. 1984).  

 La phylogénie de ce genre ne cesse d’évoluer du fait de l’avènement de nouvelles 

technologies permettant une évolution quasi-constante de la taxonomie. En effet, initialement 

composé des deux espèces précédemment citées, le genre Enterococcus comptait 37 espèces 

en 2011, 48 espèces en 2013 (Figure 3) et 55 espèces en 2017 (Euzéby 2008).  

 

Figure 3. Arbre phylogénique du genre Enterococcus reposant sur le séquençage du gène codant pour 

l’ARNr 16S. (Van Tyne et Gilmore, 2014) 
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1.3. Caractères biochimiques et culturaux des bactéries du genre Enterococcus 

 Les entérocoques se distinguent des autres streptocoques par leur capacité à se 

multiplier malgré des conditions de croissance hostiles comme des températures extrêmes 

(10°C à 45°C), en milieu hypersalé, en présence de 40% bile ou encore à pH alcalin. De plus, 

les bactéries du genre Enterococcus hydrolysent l’esculine. 

 Les entérocoques sont des cocci à Gram positif immobiles (sauf E. casseliflavus et E. 

gallinarum qui sont mobiles à 30°C), non capsulés, disposés en paires ou en courtes 

chaînettes. Les bactéries peuvent prendre un aspect coco-bacillaire quand la coloration de 

Gram est effectuée à partir de colonies sur gélose (Figure 4A et 4B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Les bactéries du genre Enterococcus sont peu exigeantes en facteurs de croissance et 

peuvent donc se multiplier aisément sur les géloses ordinaires Trypticase-Soja (TS) après 18 à 

24 heures d’incubation à 35°C. Les colonies d’entérocoques apparaissent alors translucides 

(sauf E. casseliflavus qui présentent une légère pigmentation jaune) avec un diamètre inférieur 

A) B) 

Figure 4A) Aspect en microscopie optique (x 1000) de E. faecium après coloration de Gram. B) 

Aspect en microscopie électronique à balayage (x 1000) de E. faecium (photos personnelles). 
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à 1 mm.  La croissance peut se faire sous toutes les conditions respiratoires (anaérobie, 

aérobie et aérobie avec adjonction de 5% de CO2). Certaines souches de Enterococcus 

faecalis sont β-hémolytiques sur géloses au sang (E. faecalis var. zymogenes), alors que les 

autres espèces d’entérocoques sont généralement α-hémolytiques ou non hémolytiques. 

 Ces caractéristiques biochimiques et en particulier la dégradation de certains sucres 

ont permis la mise au point en bactériologie clinique de milieux « sélectifs » pour les 

entérocoques (milieux dits bile-esculine) mais aussi de dépistage rapide par méthode 

chromogène, intéressants dans un contexte d’épidémie à ERV. Enfin l’identification des 

entérocoques est aisée par la technique de spectrométrie de masse de type de MALDI-TOF ou 

par certaines techniques moléculaires comme le séquençage du gène sodA ou codant pour 

l’ARNr 16S (Benagli et al. 2011; Fenselau et Demirev 2001; Poyart et al. 1995). 

  

- 25 - 

 



 

 

2. Les entérocoques en pathologie humaine 

 Le corps humain héberge environ 1014 de bactéries, qui colonisent la bouche, l’arbre 

respiratoire, le tractus gastro-intestinal et l’appareil uro-génital, on parle alors de microbiotes. 

La plupart des bactéries des différents microbiotes sont symbiotiques c’est-à-dire qu’elles 

présentent une innocuité dans les conditions physiologiques et sont utiles au bon 

fonctionnement de l’hôte qu’elles colonisent. Le bon déroulement de cette symbiose dépend 

de la capacité de notre organisme à maintenir et contrôler l’équilibre de cette flore 

microbienne, on parle alors de bactéries commensales. Cependant, une partie de la microflore 

digestive est opportuniste et peut être à l’origine d’infection si la barrière digestive est 

franchie ou à l’occasion d’une immunodépression. Les bactéries comme les entérocoques, 

faisant parties du microbiote intestinal, peuvent alors se multiplier dans des sites normalement 

stériles, provoquant ainsi une infection.   

 

2.1. Epidémiologie des infections à entérocoques 

 Les infections à entérocoques en pathologie humaine sont principalement dues à deux 

espèces, Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium, qui représentent 95% des isolats 

cliniques de ce genre bactérien (Arias et Murray 2012; Jones et al. 1997). D’autres espèces 

mineures peuvent causer des infections chez l’homme comme E. avium, E. gallinarum, E. 

casseliflavus, E. durans, E. hirae ou E. raffinosus (Jolivet et al. 2016; Gordon et al. 1992). 

  Les premières infections à E. faecalis ont été décrites simultanément en 1899 par 

Thiercelin et MacCallum et Hastings. Aux Etats-Unis, les entérocoques représentent le 

troisième genre bactérien isolé lors de bactériémies (Richard et Chandy 1999; Vincent et al. 

2009) et la seconde cause d'infections associées au cathétérisme (sanguin ou urinaire) et 
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d’infections de la peau et des tissus mous (Arias et Murray 2012). C'est également le genre le 

plus souvent cité lors d'infections de plaies chirurgicales dans les unités de soins intensifs 

(Murray 1990). L’augmentation croissante des infections nosocomiales à entérocoques aux 

Etats-Unis se répartie en 2 périodes distinctes. Tout d’abord dès les années 1970-1980 et 

l’augmentation de l’utilisation des céphalosporines de 3ème génération, antibiotiques inactifs 

sur ces germes, où 95% des isolats d’entérocoques étaient des souches de E. faecalis. Puis 

depuis le début des années 90, la deuxième vague d’infections avec cette fois 

préférentiellement des isolats de E. faecium. Cette augmentation des isolats de E. faecium est 

corrélée avec l’utilisation massive de la vancomycine et des antibiothérapies à large spectre, 

le plus souvent inactives sur ces bactéries (Arias and Murray 2012). Cette problématique 

localisée aux Etats-Unis dans les années 1990, semble désormais s’étendre au niveau mondial 

(Willems et van Schaik 2009). Les infections à entérocoques peuvent atteindre divers sites, 

notamment intra-abdominaux (cholécystites, péritonites en association avec les 

entérobactéries et anaérobies), les voies urinaires, les plaies chirurgicales ou les valves 

cardiaques (endocardites) et sont aussi responsables d’infections sur matériel (cathéters 

vasculaires ou biliaires, sondes urinaires, prothèses ostéo-articulaires ou valvulaires) (Magill 

et al. 2014; Jones et al. 1997). Les facteurs de risques de développer une infection à 

entérocoques ont été largement analysés et incluent une hospitalisation supérieure à 15 jours, 

l’administration prolongée d’antibiotiques ou l’existence d’une pathologie sous-jacente 

comme le diabète (Magill et al. 2014; Arias et Murray 2012). Le plus souvent une procédure 

invasive à visée diagnostique ou thérapeutique comme le sondage urinaire ou les explorations 

endoscopiques est l’élément responsable de l’apparition d’une bactériémie (Arias et Murray 

2012; Jones et al. 1997) (Figure 5). Les bactéries qui survivent alors dans le flux sanguin du 

patient peuvent également se fixer sur les valves cardiaques à la faveur d’une cardiopathie 

préexistante. En effet, les entérocoques représentent 10% à 15% des micro-organismes 
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responsables d’endocardites infectieuses dans le monde. Ces endocardites sont généralement 

d’évolution subaiguë avec une mortalité importante avoisinant les 20% (Murdoch et al. 2009).  

 

 

Figure 5. Principales voies de transmission nosocomiales des entérocoques résistants à la vancomycine 

(ERV) (Arias et Murray, 2012) 

 

2.2. Place de E. faecium en pathologie humaine 

 Depuis une vingtaine d’années, les entérocoques émergent comme étant des 

pathogènes nosocomiaux ou liés aux soins (Arias et Murray 2012). Deux espèces sont 

responsables de la très grande majorité des infections, il s’agit de E. faecalis (80 % des 

infections à entérocoques) et E. faecium (environ 10-20 % des infections à entérocoques). Il 

apparait que les entérocoques représentent environ 1% du microbiote digestif chez l’homme 

et semblent particulièrement coloniser l’iléon, le jéjunum et peuvent être retrouvés dans les 

- 28 - 

 



 

 

selles à des concentrations importantes, de l’ordre de 106 UFC/g (Hayashi et al. 2005; Jett et 

al.,1994).  

 E. faecalis est l’espèce la plus représentée dans la flore gastro-intestinale de l’être 

humain et présente une virulence et une pathogénicité largement plus importante que les 

autres espèces d’entérocoques (Kayaoglu et Ørstavik 2004; Tannock 2002; Jett et al. 1994). 

E. faecium  est l’espèce qui se distingue des autres espèces d’entérocoques par sa grande 

résistance aux antibiotiques. En effet, il a été démontré par différentes études qu’à la fin des 

années 90, environ 2% des souches de E. faecalis étaient résistantes à la vancomycine alors 

que 80% des souches de E. faecium étaient résistantes à l’ampicilline et 50% résistantes à la 

vancomycine (Van Tyne et Gilmore 2014; Huycke et al., 1998), alors qu’en Europe les 

infections à E. faecium résistants à l’ampicilline passait de 2% dans le milieux des années 90 à 

35% au milieux des années 2000 et jusqu’à 70% dans certaines études (Sánchez-Díaz et al. 

2016; Top et al. 2008; Top et al. 2007). Du fait de sa grande résistance aux antibiotiques et de 

son adaptabilité accrue au milieu hospitalier, E. faecium émerge depuis une vingtaine 

d’années et présente un taux d’infections qui tend vers celui de E. faecalis, particulièrement 

aux Etats-Unis (Guzman Prieto et al. 2016; Pendleton et al. 2013; Arias et Murray 2012). Son 

rôle en pathologie humaine est clairement établi désormais puisque une étude prospective 

menée en 2009 et portant sur la prévalence des infections dans les services de réanimations de 

75 pays dans le monde à un jour donné (1265 services de réanimations / soins intensifs inclus) 

a permis de mettre en évidence que les entérocoques étaient bien représentés avec environ 

10% des infections mais aussi que E. faecium  jouait un rôle prédominant avec environ 4% 

des infections dues à une souche ERV (Vincent et al. 2009). Cette prévalence importante 

sous-entend une dissémination mondiale de souches d’ERV adaptées au milieu hospitalier. Il 

a été démontré qu’il existait bien un clone particulier chez E. faecium particulièrement 

résistant aux antibiotiques et parfaitement adapté aux contraintes hospitalières. Ces souches 
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appartiennent au complexe clonal 17 ou CC17 (Guzman Prieto et al. 2016; Lebreton et al. 

2013; K. L. Palmer et al. 2012). Les premières souches de E. faecium résistantes résistantes à 

haut niveau à l’ampicilline ont été observées dès la fin des années 1980 (Grayson et al. 1991; 

Sapico et al. 1989) et depuis le milieu des années 80, l’apparition et l’émergence de souche 

d’ERV (Roland Leclercq et al. 1988; Uttley et al. 1988). De plus, plusieurs cas de résistances 

aux antibiotiques utilisés dans le traitement des infections à ERV comme le linezolide, la 

daptomycine, la tigécycline mais aussi la quinupristine-dalfopristine ont déjà été rapportés 

(Cattoir et al. 2015; Arias et al. 2011; Montero et al. 2004; Prystowsky et al. 2001; Fantin et 

al. 1997). Cette explosion de l’antibiorésistance chez E. faecium s’explique par l’absence au 

sein de son génome de système  CRISPR-cas, connu pour être un système de défense chez les 

procaryotes permettant l’apparition d’une immunité acquise chez la bactérie (Horvath et 

Barrangou 2010; Marraffini et Sontheimer 2010). En effet, il a été démontré qu’un tel système 

était retrouvé chez E. faecalis et lui permettrait de limiter l’acquisition d’éléments génétiques 

mobiles, principaux vecteurs de gènes de résistance aux antibiotiques (Palmer et Gilmore 

2010; Bourgogne et al. 2008). La résistance intrinsèque des entérocoques à certains 

antibiotiques comme les aminosides et leur possibilité d’échanger certains déterminants de 

résistance comme ceux impliqués dans la résistance à la vancomycine, explique partiellement 

l’émergence de ces germes au niveau nosocomial. La plasticité du génome des entérocoques 

leur permet de rapidement s’adapter aux contraintes environnementales en acquérant des 

gènes leur permettant d’augmenter leur capacité de colonisation mais aussi d’infection des 

hôtes (Van Tyne et Gilmore 2014; Lebreton et al. 2013).  

 

2.3. E. faecium : un pathogène nosocomial émergent – Epidémiologie moléculaire 

- 30 - 

 



 

 

 L’apparition et l’émergence des infections à E. faecium résistants à la vancomycine 

(ERVEfm) dès les années 90 aux Etats-Unis, ont permis une augmentation importante du 

nombre d’études concernant ces germes et en particulier, les études d’épidémiologie 

moléculaire. De très nombreuses études sur les ERV hospitaliers aux Etats-Unis, utilisant la 

technique de l’électrophorèse en champ pulsé (ECP), ont en effet très tôt mis en évidence 

l’existence d’une dissémination de type clonale d’un petit nombre de souches (Goossens 

1998). Ces études ont permis de démontrer que les ERVEfm se transmettaient de façon 

croisée (Hayden 2000). Ces premières épidémies étaient causées par un ou deux clones 

circulants d’ERVEfm mais ont rapidement évolué sur un mode polyclonal avec la circulation 

de nombreux clones aux Etats-Unis (Bonten et al. 1996). Cette endémicité polyclonale serait 

sûrement assurée par des transferts horizontaux d’informations génétiques et de déterminants 

de résistance (Cattoir et Leclercq 2013; Arias et Murray 2012; Werner et al. 2003; Kawalec et 

al. 2001; Suppola et al. 1999) liés à l’utilisation importante d’antibiotiques en médecine 

vétérinaire comme par exemple l’ avoparcine (antibiotique de la famille des glycopeptides) en 

Europe (Cattoir et Leclercq 2013; Bonten et al. 2001). 

 De façon intéressante, la plupart des souches de E. faecium responsables d’infections 

nosocomiales aux Etats-Unis sont résistantes à l’ampicilline mais aussi à la vancomycine 

alors que les souches clonales européennes responsables d’infections nosocomiales sont le 

plus souvent sensibles à la vancomycine mais restent tout de même résistantes de haut niveau 

à l’ampicilline (Cattoir et Leclercq 2013) (Figure 6). 
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Figure 6. Proportions de souches d’ERV en Europe et en Amérique du Nord (adapté de Bourdon et al. 

2010). 

 En France, la prévalence des ERV est restée relativement faible au cours des dernières 

décennies du fait d’une politique d’utilisation des antibiotiques assez drastique tant en 

médecine humaine que vétérinaire (Bourdon et al. 2011). L’évolution épidémique mondiale 

de clones hospitaliers multirésistants de E. faecium depuis une vingtaine d’années, couplée au 

remplacement partiel de E. faecalis par E. faecium comme cause d’infections à entérocoques, 

démontre des changements importants d’un point de vue génétique au sein de cette espèce. 

Cette notion d’évolution a été récemment mise en évidence par l’utilisation de nouvelles 

techniques de typage moléculaire (Coque et al. 2005) comme la Multilocus sequence typing 

(MLST) la Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) ou la technique dite 

amplified fragment-length polymorphism (AFLP). Par l’utilisation de la MLST, il a été 

démontré l’existence d’un groupe de clones de E. faecium isolés en milieu hospitalier. Ce 

groupe clonal appelé « clonal complex CC17 » (CC17) est particulièrement adapté au milieu 

hospitalier et présente des marqueurs phénotypiques et génotypiques particuliers comme la 

résistance de haut niveau à l’ampicilline et aux fluoroquinolones et la présence de gènes de 

virulence comme esp et hyl (Willems et Bonten 2007; Willems et al. 2005). Il est toutefois 
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important de noter que toutes les souches appartenant au CC17 ne sont pas forcément 

résistantes à la vancomycine (Willems et al. 2005). Ces souches CC17 incluent des souches 

appartenant aux « sequence types » (ST) hospitaliers ST17, ST117 et ST118. L’émergence de 

ces souches CC17 découlerait de l’évolution d’une sous-population de souches 

particulièrement adaptées aux contraintes environnementales du milieu hospitalier grâce à une 

propension importante à acquérir des éléments génétiques mobiles comme des séquences 

d’insertion et donc une grande plasticité génomique. En effet, il a été démontré que ces 

souches CC17 possèdent la séquence d’insertion IS16 permettant leur dépistage rapide par 

méthode moléculaire (Leavis et al. 2007). Plusieurs travaux ont pu montrer que les souches 

communautaires, responsables d’infections hospitalières mais aussi environnementales et 

animales, se regroupaient dans différents clades, nommés clade A et clade B, 

phylogénétiquement très différents (Galloway-Peña et al. 2012; K. L. Palmer et al. 2012). De 

plus, une étude récente utilisant la détection de SNP (single nucleotide polymorphism) à partir 

des génomes de 73 souches de E. faecium provenant de diverses niches écologiques et de 

divers profils MLST (portage fécal communautaire, portage fécal hospitalier, souches 

responsables d’infections hospitalières, souches animales et autres) a démontré que les 

souches hospitalières à fort potentiel infectieux, parmi lesquelles les souches appartenant au 

CC17, dérivaient de souches animales et de portage d’animaux de compagnie comme décrit 

précédemment (Figure 7) (Lebreton et al. 2013; de Regt et al. 2012). 
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Figure 7. Arbre phylogénétique basé sur l’occurrence de SNP sur le génome de 73 souches de E. faecium 

de diverses niches écologiques (Lebreton et al., 2013). 

 

2.4. Passage de l’état commensal à opportuniste 

Les entérocoques sont des bactéries commensales faisant partie intégrante du 

microbiote intestinal humain, qui ont la faculté (en particulier E. faecalis  et E. faecium) de 

traverser la barrière intestinale, de survivre au sein des cellules du système immunitaire, 

comme les macrophages, mais aussi d’adhérer aux cellules épithéliales (Arias et Murray 

2012). Lors de l’apparition d’une dysbiose ou d’une perturbation de l’équilibre entre hôte et 
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bactérie, ils peuvent devenir pathogènes en gagnant des sites anatomiques extra-intestinaux, 

provoquant ainsi des infections. Les situations de dysbiose peuvent apparaître en cas de 

déficit immunitaire de l’hôte, de contact avec des xénobiotiques mais aussi lors de certaines 

pathologies ou traitements, du fait de l’altération des cellules luminales au niveau intestinal. 

En plus de cette voie endogène d’infection, il a été largement démontré que les entérocoques 

étaient capables de diffuser par contamination fécale environnementale. En effet, les 

entérocoques sont doués d’une résistance importante aux conditions environnementales et 

sont même utilisés comme indicateurs de contamination d’origine fécale dans les eaux de 

consommation et les échantillons environnementaux (Wheeler et al. 2002). Du fait de cette 

grande résistance aux conditions de stress environnementaux, les entérocoques sont capables 

de survivre pendant plusieurs mois sur différentes surfaces comme les mains du personnel 

soignant, le matériel médical souillé (endoscope), ou les différentes surfaces d’une chambre 

de patient colonisé (poignées de porte, draps etc…), si aucun processus de décontamination 

n’est mis en place (Figure 5) (Arias et Murray 2012; Kramer et al. 2006; Neely et Maley 

2000). 

La notion d’opportunisme est la résultante de la présence au sein du génome bactérien 

de gènes codants pour des facteurs de pathogénicité. Ces facteurs d’opportunisme jouent un 

rôle essentiel dans le processus infectieux puisqu’ils participent à la résistance aux 

environnements hostiles, ils augmentent l’adhérence bactérienne aux cellules hôtes et aux 

différentes matrices, ils permettent l’efficacité du processus d’invasion bactérienne en en 

entraînant la lyse des cellules pariétales ou des tissus de l’hôte par l’intermédiaire de protéines 

sécrétées et ils permettent enfin la régulation de la leur propre transcription afin d’affiner au 

mieux la réponse bactérienne en fonction du stress rencontré (Jett et al. 1994). Ils ne sont 

généralement pas essentiels à la survie de la bactérie mais diminuent de façon importante la 

pathogénicité du germe en cas d’absence (Van Tyne et Gilmore 2014). Ces facteurs de 
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virulence sont portés de manière inconstante sur le chromosome bactérien et sont le plus 

souvent transmis par des éléments génétiques mobiles (plasmides ou transposons par 

exemple) soit de façon isolée, soit regroupés sous forme d’îlots de pathogénicité (PAI), 

permettant ainsi une adaptation rapide aux contraintes environnementales (Van Tyne et 

Gilmore 2014; Lebreton et al. 2013; Arias et Murray 2012; Shankar et al. 1999). 

L’acquisition de traits de virulence portés sur des éléments génétiques mobiles entraînant une 

augmentation de la taille des génomes chez les souches hospitalières comparativement aux 

génomes de souches dites communautaires (Lebreton et al. 2013; K. L. Palmer et al. 2012). 

Les facteurs de virulence retrouvés jusqu’ici chez les entérocoques sont répartis en 5 

grandes fonctions : les facteurs permettant l’adhésion, les facteurs participants à la formation 

de biofilm, les régulateurs de l’expression de certains gènes, les enzymes lytiques et les 

facteurs antiphagocytaires (Willems et Bonten 2007). 
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3. Enterococcus hirae, « un modèle d’entérocoque » 

E. hirae, tout comme les autres espèces d’entérocoques est généralement retrouvé dans 

divers environnements comme les sols, les eaux et fait partie intégrante du microbiote 

intestinal des mammifères dont l’homme (Beukers et al. 2017; Solioz et Stoyanov 2003; 

Klein 2003). E. hirae est largement moins retrouvé en pathologie humaine comparativement 

aux espèces E. faecium et E. faecalis, toutefois, plusieurs cas d’infections causées par ce 

germe ont été décrits dans la littérature (Pãosinho et al. 2016; Bourafa et al. 2015; 

Dicpinigaitis et al. 2015). Cette espèce ne présente pas de phénotype particulier de résistance, 

cependant des souches résistantes aux antibiotiques utilisés en dernière ligne dans les 

infections à les bactéries à Gram positif en pathologie humaine, comme la vancomycine ou la 

daptomycine ont déjà été décrites en médecine vétérinaire et dans l’industrie agro-alimentaire 

(Peng et al. 2016; Iweriebor et al. 2016). 

3.1. E. hirae  comme modèle pour l’étude de l’homéostasie du cuivre 

 Parmi les bactéries à Gram positif, certaines sont dites bactéries lactiques. Les 

entérocoques font partie de ce groupe. Ce groupe bactérien a fait l’attention de nombreuses 

études du fait de son importante utilisation dans l’agro-alimentaire et dans la préservation de 

certains aliments. Le caractère éponyme essentiel de ces bactéries est la production d’acide à 

partir de la fermentation des hydrates de carbones et par conséquent l’acidification importante 

de l’environnement direct de la bactérie (Gálvez et al. 2007). Ce caractère fermentaire est 

généralement accompagné de la production par ces bactéries de bactériocines, substances 

toxiniques qui inhibent la croissance des bactéries voisines empêchant ainsi une quelconque 

compétition concernant l’utilisation des substrats nutritifs environnants. La lyse bactérienne 

accompagnée  de la production d’acide par fermentation des sucres entraîne la formation d’un 

milieu fortement acide autour de ces bactéries engendrant la solubilisation de complexes 
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ioniques métalliques. Cette solubilisation d’ions métalliques entraîne généralement une forte 

augmentation de la concentration en ions métalliques, dont fait partie le cuivre. Le cuivre est 

un ion métallique bien connu dont l’excès à un effet toxique sur les bactéries mais aussi sur 

différents organismes dont l’homme, en se fixant fortement sur diverses molécules 

biologiques tels que les acides nucléiques, les protéines ou les lipides, générant ainsi un  stress 

oxydatif généralement létal pour la cellule (Williams et al. 1993). Toutefois, contrairement à 

d’autres ions métalliques toxiques comme l’argent ou le plomb, le cuivre est un élément 

essentiel à la physiologie cellulaire puisqu’il est utilisé comme co-facteur par une trentaine de 

métalloenzymes d’organismes supérieurs comme la superoxyde dismutase chez les 

entérocoques (Kakinuma 1998; Karlin 1993). E. hirae a largement servi de modèle afin de 

mieux appréhender le contrôle de l’homéostasie du cuivre chez les procaryotes. En effet, E. 

hirae possède un système de régulation dont l’élément principal est un opéron composé de 4 

gènes copY, copZ, copA et copB. Les gènes copA et copB codant pour une ATPase permettant 

le transport du cuivre, copY codant pour un répresseur cuivre-dépendant, permettant la 

dérepression de la transcription de l’opéron cop en cas d’excès de cuivre dans le milieu. 

Enfin, le gène copZ code pour une protéine chaperone servant dans le transport intracellulaire 

du cuivre (Figure 8). La présence de l’opéron cop permet la croissance de E. hirae dans un 

milieu extrêmement riche (> 8 mM), mais aussi dans un milieu pauvre en cuivre (Solioz et al. 

2010; Magnani et Solioz 2005). 
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Figure 8. Homéostasie du cuivre chez E. hirae (Solioz et al., 2010). Le cuivre pénètre dans la cellule via la 

protéine CopA ou par une voie non spécifique. Le cuivre en excès au niveau cytoplasmique se lie à CopZ qui 

transfère alors un ion Cu+ afin de l’exporter vers le milieu extracellulaire, mais aussi au répresseur CopY afin 

d’induire la transcription de l’opéron cop. 

 

 E. hirae, et plus précisément son système d’import/export formé par les ATPases 

CopA et CopB,  a servi de modèle d’étude pour des pathologies humaines et plus précisément 

les maladies de Menkes et Wilson. La maladie de Menkes est une pathologie héréditaire liée 

au chromosome X entraînant une perturbation importante du métabolisme du cuivre. Le taux 

de cuivre est ici normal au niveau des cellules hépatiques mais s’accumule de façon 

dramatique au niveau des cellules de la muqueuse intestinale, des reins et des tissus 

conjonctifs du fait d’un défaut dans l’export du cation. La maladie de Wilson est une maladie 

autosomique où l’excrétion de cuivre dans la bile est réduite, entraînant une accumulation au 

niveau des cellules hépatiques mais aussi dans d’autres tissus. Dans ces deux pathologies, les 

gènes candidats supposés responsables codent pour des ATPases proches de la protéine CopA 

retrouvée chez E. hirae (Solioz et al. 1994). L’étude de l’opéron cop chez E. hirae et son rôle 
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dans le métabolisme du cuivre a ainsi permis de mieux comprendre les mécanismes 

physiopathologiques de ces maladies humaines. 
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4. Xénobiotiques antimicrobiens et résistance chez les entérocoques 

4.1. Généralités 

 Les xénobiotiques antibactériens ou molécules antibiotiques sont des substances 

naturelles produites par des organismes vivants, hémistynthétiques ou entièrement 

synthétisées, qui vont par fixation sur une cible spécifique de la bactérie soit bloquer sa 

croissance (antibiotiques bactériostatiques), soit avoir une action létale sur cette dernière 

(antibiotiques bactéricides). Les antibiotiques sont regroupés en différentes classes selon leur 

mécanisme d’action (Tableau 1). 

Tableau 1. Tableau récapitulatif des différentes familles d’antibiotiques utilisés en médecine humaine 

classées selon leur mécanisme d’action. Les antibiotiques dont la résistance est étudiée dans ce manuscrit sont 

en gras. 

Mécanismes d’action des molécules antibiotiques 

Inhibition de la synthèse 

de la paroi bactérienne 

Interférence avec le 

métabolisme de l’ADN 

bactérien 

Inhibition de la synthèse 

protéique 

Déstabilisation de la 

membrane 

β-lactamines Quinolones Aminoglycosides Daptomycine 

Glycopeptides Rifampicine 
Macrolides et 

apparentés 
Polymyxines 

Fosfomycine Sulfamides Tétracyclines  

  (dont glycylcyclines)  

  Acide fusidique  

  Oxazolidinones  

  Phénicolés  
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 La notion d’antibiotiques a été mise en lumière par Sir Alexander Flemming en 1929 

lorsque ce dernier démontra l’inhibition de la croissance d’une souche de Staphylococcus 

aureus en présence d’une colonie de Penicillium dans le milieu de culture. A partir de cette 

découverte, la forme chimique, utilisable in vivo et produite industriellement de la pénicilline 

verra le jour en 1942 afin d’être utilisée sur le front de la seconde guerre mondiale (Skvara 

2004). Très rapidement après l’introduction de la pénicilline en médecine humaine et son 

utilisation massive, des souches de S. aureus résistantes à cette molécule font leur apparition 

(Demerec 1945, 1949). Il est à noter que des souches résistantes sont aussi rapidement 

décrites en médecine vétérinaire (McCulloch 1947). Les antibiotiques sont également utilisés 

de façon intensive en agriculture, dans l’élevage animal mais aussi dans l’aquaculture afin de 

réduire le développement de pathologies infectieuses et également favoriser la croissance 

animale (Economou et Gousia 2015). L’utilisation des antibiotiques a augmenté de près de 

40% entre 2000 et 2010 à l’échelle mondiale, d’où l’émergence de souches toto-résistantes et 

donc une problématique d’impasse thérapeutique importante. En France, actuellement, 

environ 160 000 personnes contractent une infection à germe multi-résistant et environ 12 500 

en meurent.  

4.2. Résistance bactérienne aux antibiotiques 

 La résistance bactérienne est médié par trois mécanismes principaux : i) la diminution 

de la concentration intracelluaire de l’antibiotique par imperméabilité membranaire et/ou 

efflux actif, ii) la diminution d’affinité de l’antibiotique pour sa cible due à une modification 

ou une protection de celle-ci et enfin iii) la modification ou l’inactivation de l’antibiotique lui-

même par un processus enzymatique. On distingue deux types de résistance aux 

antibiotiques : la résistance dite « naturelle » et la résistance dite « acquise ». La résistance 

« naturelle » est retrouvée chez la totalité des souches d’une espèce bactérienne et dépend des 

capacités intrinsèques de la cellule bactérienne (ex. colistine et bactéries à Gram positif). La 
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résistance « acquise »  ne concerne qu’une partie des souches d’une même espèce 

naturellement sensible. Cette résistance est généralement due soit à l’apparition d’une 

mutation génétique ponctuelle se transmettant seulement aux cellules filles soit par 

l’acquisition horizontale d’un gène de résistance par l’intermédiaire d’un élément génétique 

mobile (ex. transposons, plasmides). 

 Les entérocoques possèdent de nombreuses résistances naturelles aux antibiotiques 

comme les aminosides (à bas niveau), les fluoroquinolones, les céphalosporines ou encore la 

clindamycine chez toutes les espèces sauf E. faecium, E. hirae et E. durans. Ces nombreuses 

résistances naturelles expliquent en partie l’émergence de certaines espèces comme germes 

opportunistes nosocomiaux. En plus de ces résistances dites naturelles, de nombreuses 

résistances acquises aux principales classes d’antibiotiques utilisées dans le traitement des 

infections à entérocoques que sont les pénicillines, les glycopeptides et les aminosides lorsque 

ces derniers sont utilisés en association (haut niveau de résistance) ont été rapportées (Cattoir 

et Leclercq 2013; Leclercq 1997) (Figures 9 et 10) (Tableau 2).  
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Figure 9. Les différents mécanismes de résistance chez les bactéries du genre Enterococcus (Arias et 

Murray, 2012). 

 On observe en effet au sein du génome de certaines espèces d’entérocoques, la 

présence de plasmides sur lesquels sont retrouvés des gènes impliqués dans la résistance aux 

antibiotiques mais aussi dans la virulence (ex. gènes codants pour des protéines permettant la 

colonisation de l’hôte infecté) (Jolivet et al. 2016; Sharifi-Rad et al. 2016). Cependant, il est 

intéressant de noter que cette acquisition de gènes de résistance et/ou virulence a un impact 

non négligeable sur la bactérie. En effet, ce gain génétique permet aux bactéries de s’adapter à 

leur environnement en présence d’antibiotique et donc de répondre favorablement à la 

pression de sélection induite par ces derniers. Cependant, lorsque le milieu est exempt de 

toute trace d’antibiotique ou que les concentrations environnantes sont négligeables, ces 

modifications du génome bactérien peuvent avoir un effet délétère pour cette dernière en 

impactant de façon importante son fitness, on parle alors de coût biologique. Encore une fois, 
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les cellules bactériennes montrent une propension à s’adapter aux contraintes 

environnementales puisque si l’acquisition de gènes de virulence ralentit leur croissance dans 

certaines conditions, les cellules bactériennes peuvent alors développer de nouvelles 

mutations dites compensatoires afin de parvenir à leur maintien dans un milieu en l’absence 

d’antibiotique, comme par exemple la répression de l’expression de gènes ou encore la 

présence d’un caractère inductible comme c’est le cas chez les entérocoques avec la résistance 

de type VanB (Maisnier-Patin et Roth 2015; Cattoir et Leclercq 2013). 

 Dans ce manuscrit, nous étudierons les mécanismes de résistance généraux aux 

antibiotiques utilisés en clinique chez E. faecium, mais aussi vis-à-vis des lincosamides et 

streptogramines ainsi qu’à la tigécycline, antibiotiques ayant pour cible la synthèse protéique 

bactérienne et qui peuvent être utilisés comme alternative thérapeutique en particulier dans un 

contexte d’infections causées par des souches d’ERV. 
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Tableau 2. Résistance de l'espèce E. faecium aux principales familles d'antibiotiques. 

a MLS : Macrolides, Lincosamides, Streptogramines 

 

Antibiotiques Mécanisme d’action (par inhibition) Résistance 

   

ß-lactamines  

Synthèse de la paroi bactérienne 

Naturelle (bas niveau) 

 Acquise (haut niveau) 

Glycopeptides Acquise (haut niveau) 

Fosfomycine Naturelle (bas niveau) 

Quinolones  

 

 

Synthèse des acides nucléiques 

Naturelle (bas niveau) 

 Acquise (haut niveau) 

Aminosides Naturelle (bas niveau) 

 Acquise (haut niveau) 

Rifampicine Acquise 

Sulfamides Naturelle 

MLSa  

 

 

Synthèse des protéines 

Acquise 

Linézolide Acquise 

Phénicolés 

Acide fusidique 

Acquise 

Acquise 

Tetracyclines 

Glycylcyclines 

Oxazolidinones 

Acquise 

Acquise 

Acquise 
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4.3. E. faecium et évolution de la résistance aux antibiotiques 

 E. faecium, comme toutes les espèces appartenant au genre Enterococcus, présente 

naturellement de nombreuses résistances aux antibiotiques. En effet, les entérocoques 

présentent une résistance intrinsèque de bas niveau aux céphalosporines du fait de la 

production de protéines liant les pénicillines (PLP) de très faible affinité pour cette classe 

d’antibiotiques (Cattoir et Giard 2014). Les entérocoques présentent également une résistance 

naturelle de bas niveau aux molécules de la classe des aminoglycosides ou aminosides. En 

effet, ces bactéries ne possèdent pas de système énergétique adéquat afin de permettre l’entrée 

des aminosides au sein de la cellule bactérienne via un système de transport énergie 

dépendant (Klare et al. 2003; Leclercq et al. 1988). Cependant, cette problématique peut être 

contrecarrée en utilisant les aminosides en association avec un antibiotique dont le mécanisme 

d’action est dirigé sur la paroi bactérienne. Il a été en effet démontré par des expériences de 

radio-marquage que lorsque les aminosides sont associés aux β-lactamines ou aux 

glycopeptides, leur concentration intracellulaire augmentait fortement du fait de la 

dégradation de la paroi bactérienne (Murray 1990). Ce principe permet donc l’utilisation de 

cette classe d’antibiotiques en association avec les antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne 

lors d’infections graves à entérocoques comme les endocardites. Cependant, il est important 

de noter que l’espèce E. faecium est naturellement résistante à certains aminosides 

(tobramycine et kanamycine) du fait de la production d’enzymes (l’acétyltransférase 

AAC(6’)-Ii et la méthyltransférase EfmM) (Arias et Murray 2012; Costa et al. 1993), 

interdisant l’utilisation de ces molécules. Dans les paragraphes suivants, nous aborderons les 

différentes résistances retrouvées chez les entérocoques en général avec une attention 

particulière sur les macrolides et apparentés et la tigécycline.  
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4.4. La résistance aux β-lactamines chez les entérocoques 

 Les β-lactamines sont des molécules antibiotiques largement utilisées en thérapeutique 

humaine qui possèdent au sein de leur structure chimique moléculaire un noyau β-lactame. On 

retrouve dans cette famille différentes classes d’antibiotiques comme les pénicillines, les 

céphalosporines, les carbapénèmes, les monobactames et les inhibiteurs de β-lactamases. 

Cette famille d’antibiotique, et en particulier l’amoxicilline et son dérivé l’ampicilline, 

demeure le gold standard dans le traitement des infections à entérocoques. Les β-lactamines 

sont des antibiotiques qui agissent sur la paroi bactérienne en bloquant le processus de 

transpeptidation. Cette étape, réalisée par des enzymes spécifiques appelées transpeptidases, 

permet la jonction des précurseurs du peptidoglycane par l’intermédiaire de jonctions 

interpeptidiques (Mainardi et al. 2008; Sauvage et al. 2008) (Figure 11). Les transpeptidases 

sont communément appelées protéines liants la pénicilline (PLP) du fait de la très grande 

affinité de l’antibiotique pour ces dernières (Mainardi et al. 2008). La sensibilité aux 

pénicillines est donc corrélée à la capacité que possède l’antibiotique à se fixer sur ces PLP.  

On retrouve chez les entérocoques de manière constante, une PLP de faible affinité pour la 

pénicilline appelée PLP5. La présence de cette PLP5 induit, une nette augmentation des 

valeurs de concentration minimale inhibitrice (CMI) des pénicillines d’un facteur pouvant 

aller jusqu’à 100 par rapport aux CMI de la pénicilline retrouvées chez les streptocoques et 

une résistance de haut niveau aux molécules de la famille des céphalosporines (Miller et al. 

2014; Patterson et al. 1988). Ce manque d’affinité de la PLP5 est encore plus marqué chez E. 

faecium ce qui entraîne une augmentation de CMI aux pénicillines par rapport aux autres 

espèces d’entérocoques (Rice et al. 2009; Arbeloa et al. 2004; Bush 1989). Dès le début des 

années 1980, des souches d’entérocoques résistants aux pénicillines par production d’une β-

lactamase ont été rapportées, suivies dès le début des années 1990 par la description de 
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souches résistantes de haut niveau aux aminopénicillines. Ces souches présentaient des CMIs 

très élevées aux pénicillines ainsi qu’à toutes les β-lactamines (Cattoir et Leclercq 2013). 

4.5. Résistance acquise aux aminosides 

 La résistance aux aminosides a largement émergé au sein des entérocoques au début 

des années 80 (Figure 10) avec la mise en évidence de déterminants de résistance portés sur 

des éléments génétiques mobiles. Ces gènes codent pour 3 types d’enzymes: les 

phosphotransférases (APH), les acétyltransférases (AAC) et les nucléotidyniltransférases 

(ANT) qui vont pouvoir modifier les aminosides en différentes positions de leurs squelettes 

chimiques. Chez E. faecium, on peut retrouver chez de nombreuses souches responsables 

d’infections hospitalières et donc parfaitement adaptées à ce milieu, une enzyme bi-

fonctionnelle appelée AAC(6’)-Ie-APH(2’’)-Ia dont les gènes codants sont portés par un 

transposon de type Tn5281 (Woodford et al. 1993). La présence de cette enzyme bi-

fonctionnelle a pour conséquence l’apparition d’une résistance de haut niveau à tous les 

aminosides utilisables en clinique (exceptée la streptomycine), dont la gentamicine. Cette 

résistance de haut niveau est également rencontrée chez les souches de E. faecalis. Dès lors 

que ce type de résistance existe, l’utilisation thérapeutique des aminosides, même en 

association, n’est plus envisageable.  
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Figure 10. Evolution de l’antibiorésistance chez les entérocoques au cours des 40 dernières années (Cattoir 

et Leclercq, 2013) 

 

4.6. Résistance aux glycopeptides 

 Les antibiotiques de la famille des glycopeptides sont des molécules bactéricides 

majeures dont le spectre d’action est exclusivement dirigé contre les bactéries à Gram positif 

du fait de leur mécanisme d’action. Les glycopeptides bloquent la synthèse du peptidoglycane 

(PG), élément essentiel dans la constitution de la paroi bactérienne chez les bactéries à Gram 

positif. En effet, les glycopeptides, qui sont des molécules de haut poids moléculaire (1448 

Da), ne traversent pas la membrane externe des bactéries à Gram négatif et sont donc 

inactives contre celles-ci. Ces molécules présentent une forte affinité pour l’extrémité 

terminale des précurseurs du PG constituée d'un motif dipeptidique D-Ala-D-Ala, avec une 

fixation par l’intermédiaire de 5 liaisons hydrogènes. Cette fixation entraîne un 

encombrement stérique empêchant l’action des transglycosylases et des transpeptidases 

inhibant ainsi le branchement du motif néoformé sur le PG existant (Cattoir et Leclercq 2013; 

Mainardi et al. 2008; Reynolds 1989) (Figure 11). 
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   Deux molécules sont utilisées en médecine humaine, la vancomycine et la 

teicoplanine. La vancomycine, synthétisée à partir d’extrait d’un streptomyces tellurique, 

Amycolatopsis orientalis, dès la fin des années 1950 a largement été utilisée dans le traitement 

des infections dues aux premières souches de S. aureus résistants à la méticilline, apparues 

dans les années 1960 en milieu hospitalier (Leclercq 1997). L’émergence de souches à Gram 

positif comme les entérocoques ou certains streptocoques résistants aux β-lactamines 

conventionnelles a conduit à une utilisation très importante de ces antibiotiques depuis une 

trentaine d’année. De plus, des dérivés de ces molécules comme l’avoparcine ont largement 

été utilisés dans l’agriculture comme facteurs de croissance pour les animaux. Ces deux 

facteurs couplés, engendrant l’émergence de souches bactériennes résistantes aux 

glycopeptides (Bates 1997).  

 

Figure 11. Représentation schématique de la biosynthèse du peptidoglycane (Cattoir et Leclercq, 2013). 
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 La résistance aux glycopeptides chez les entérocoques s’explique par une modification 

de la cible de ces antibiotiques. En effet, il s’agit de la synthèse de précurseurs du PG dont 

l’extrémité dipeptidique de la chaîne latérale est substituée, ce qui a pour conséquence une 

baisse importante de l’affinité de l’antibiotique pour cette dernière. Les précurseurs ainsi 

formés se terminent soit par un motif dipeptidique D-Ala-D-Lac ou D-Ala-D-Ser (diminution 

d'affinité de 1000 et 7 fois, respectivement) en lieu et place du motif D-Ala-D-Ala 

physiologiquement retrouvé (Cattoir et Leclercq 2013; Arthur et al. 1996). La modification de 

la nature des deux peptides composant l’extrémité de la chaîne latérale des précurseurs du PG 

néoformés est due à l’expression par la bactérie de gènes composant un opéron de résistance 

(opéron van) qui code pour des enzymes impliquées dans la synthèse directe des précurseurs 

de faible affinité, mais aussi dans la dégradation du précurseur normal, D-Ala-D-Ala. Cette 

résistance est dite hétérogène d’un point de vue phénotypique mais aussi génotypique et 

permet une classification basée sur la séquence des gènes van (Dutka-Malen et al. 1990). Il 

existe à ce jour neuf opérons de résistance décrits vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, 

vanL, vanM et vanN (Lebreton, Depardieu, et al. 2011; Xu et al. 2010; Boyd et al. 2008; 

Courvalin 2006; Depardieu et al. 2004) dont huit sont des résistances acquises et une naturelle 

chez les espèces E. gallinarum et E. casseliflavus (vanC). Parmi ces différents opérons 

décrits, les résistances de type VanA et VanB, portées par les transposons Tn1546 et Tn1547 

(situés généralement sur des plasmides conjugatifs), sont les plus souvent décrites comme 

responsables de la résistance aux glycopeptides dans les souches cliniques d’ERV (Cattoir et 

Leclercq 2013; Courvalin 2006). 
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Tableau 3. Récapitulatif des différents types de résistance aux glycopeptides chez les entérocoques (adapté 

de Cattoir et Leclercq, 2010). 

 

 

 Devant l’émergence de souches résistantes aux glycopeptides et en particulier de 

souches multi-résistantes appartenant au complexe clonal CC17, des impasses thérapeutiques 

ont rapidement été rapportées dès les années 1990, nécessitant la synthèse de nouvelles 

molécules, efficaces contre ces souches. Ces molécules comme le linézolide, la daptomycine, 

la quinupristine-dalfopristine ou encore la tigécycline ont été développées à cet égard. 

Cependant, de nouveau des cas d’échecs thérapeutiques ou l’apparition de souches résistantes 

ont été rapidement rapportés dans la littérature (Sinel et al. 2016; Cattoir et al. 2015; Munita 

et al. 2014; Arias et al. 2011). 
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4.7. Résistance au linézolide et à la daptomycine 

4.7.1. Linezolide 

Le linézolide est un antibiotique de la classe des oxazolidinones, bactériostatique, dont 

le mécanisme d’action repose sur l’inhibition de la synthèse protéique en inhibant la fixation 

de l’aa-ARNt sur le site A du ribosome. Cette inhibition a pour conséquence le blocage de la 

formation du complexe d’initiation traductionnelle (Shinabarger et al. 1997). La résistance au 

linézolide découle de deux mécanismes, soit l’apparition d’une mutation dans la séquence de 

l’ARNr 23S (généralement G2505A chez E. faecium) (Prystowsky et al. 2001), soit 

l’acquisition d’un gène porté sur un plasmide nommé cfr, induisant une méthylation de 

l’ARNr 23S en position A2053 (Cattoir et Leclercq 2013; Kehrenberg et al. 2004).  

Initialement décrit chez des souches de Staphylococcus sciuri (Schwarz et al. 2000) et 

supposé responsable d’une résistance croisée au phénicolés, ce gène a rapidement été décrit 

comme responsable d’une multirésistance aux phénicolés, lincosamides, oxazolidinones, 

pleuromutilines et streptogramines A sous l’acronyme phénotype PhLOPSA. De plus, son 

transfert horizontal ne fait plus aucun doute puisque de nombreux travaux ont permis de le 

mettre en évidence dans des souches de S. aureus, de Bacillus spp. mais aussi chez E. faecalis 

(Diaz et al. 2014; Dai et al. 2010). Il est à noter que ce gène a été décrit chez une souche 

clinique de E. faecium, porté par un plasmide de résistance, mais sous une forme dite 

« silencieuse » (Brenciani et al. 2016). Une nouvelle molécule appartenant à la famille des 

oxazolidinone, le tédizolide présenterait l’avantage de voir son activité légèrement modifiée 

en cas de mutation du 23S (activité toutefois conservée avec des CMIs diminuées de 4 à 8 fois 

versus linezolide, en cas de mutation du gène codant pour l’ARN 23S) ou lors de la présence 

d’une méthylase codée par le gène cfr. Il est à noter qu’un nouveau variant du gène cfr, 

dénommé cfr(B) a récemment été décrit chez E. faecium et un autre variant dénommé cfr(C) 

chez Campylobacter spp. et Clostridium difficile (Tang et al. 2017 ; Bender et al. 2016). 
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Un autre gène de résistance aux oxazolidinones a récemment été décrit chez des 

souches cliniques et animales de E. faecium. Il s’agit du gène optrA codant pour une protéine 

ABC proche des protéines ABC de type II appartenant à la famille des Antimicrobial 

Resistance Elements (ARE) déjà connues chez les entérocoques comme Lsa(A), Vga(A) et 

développées plus tard dans ce manuscrit (Wang et al. 2015). Il est à noter que ce gène a 

également été décrit dans des souches animales de S. sciuri (Fan et al. 2016). 

4.7.2. Daptomycine 

 La daptomycine est le seul représentant de la famille des lipopeptides cycliques. Cet 

antibiotique dérive d’une molécule issue de la fermentation de Streptomyces roseosporus et 

présente une forte activité bactéricide sur les bactéries à Gram positif (Jung et al. 2008, 2004). 

L’activité antibactérienne de cette molécule est dépendante de la présence d’ions Ca2+ dans le 

milieu et repose sur sa structure chimique particulière puisqu’elle est formée d’un noyau 

cyclique hydrophile et d’une queue lipophile. Cette conformation chimique lui permet de 

former, en association avec les ions Ca2+, un complexe micellaire permettant l’ancrage 

irréversible de l’antibiotique dans la membrane cellulaire et la formation de canaux 

responsables d’une rupture de l’intégrité membranaire ayant pour conséquence une fuite 

d’ions intracellulaires et la mort cellulaire (Humphries et al. 2013; Palmer et al. 2011; Muraih 

et al. 2011). 

 La résistance à la daptomycine chez les entérocoques, et plus particulièrement chez E. 

faecium, reste modérée puisque sa fréquence d’apparition spontanée est marginale (Silverman 

et al. 2001). Cependant, de nombreux cas d’échecs thérapeutiques ont été rapportés (Munita 

et al. 2014) dans le traitement de souches avec des CMI < 4 mg/L (catégorisation sensible 

selon l’EUCAST). L’analyse génomique de ces souches a permis de mettre en évidence le 

rôle essentiel de mutations au sein d’un opéron (liaFSR) dans l’apparition de la résistance. 
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L’opéron liaFSR code pour un système à 3 composants, protéines jouant un rôle clé dans la 

modification de l’enveloppe cellulaire en conditions de stress (Sinel et al. 2016; Reyes et al. 

2015; Munita et al. 2014). 

 D’autres gènes sont également impliqués dans la résistance à la daptomycine comme 

le gène cls codant pour une protéine transmembranaire impliquée dans le métabolisme 

phosphatidylglycérol/cardiolipine de la membrane cellulaire (Mishra et al. 2012). Enfin, le 

système YycFGHIJ ou encore les gènes gdpD, mprF ou cfa pourraient être impliqués dans 

l’apparition d’une résistance à la daptomycine mais leur rôle reste encore à définir. 

 

4.8. Résistance aux antibiotiques de la classe des quinolones 

Les antibiotiques de la classe des quinolones et leurs dérivés fluorés en C6, les 

fluoroquinolones, sont des antibiotiques bactéricides apparus au début des années 1960. Au 

fur et à mesure des années, différentes générations de quinolones ont fait leur apparition afin 

d’élargir le spectre d’activité antibactérien et limiter les phénomènes de résistance 

(Appelbaum et Hunter 2000). Les premières générations de fluoroquinolones présentent un 

spectre d’activité intéressant contre les bactéries à Gram négatif (d’où leur utilisation massive 

dans le traitement des infections urinaires) mais plus limité sur les Gram positif, à l’exception 

du S. aureus. Les fluoroquinolones de troisième génération comme la lévofloxacine et surtout 

de quatrième génération comme la moxifloxacine ont été développées afin de pallier à cette 

problématique et ainsi élargir le spectre d’activité de cette famille de molécules. Cependant, 

l’intérêt de leur utilisation reste très limité dans le traitement des infections à entérocoques 

(Arsène et Leclercq 2007). Il est à noter que ces molécules sont très largement utilisées en 

agro-alimentaire et dans l’élevage animal. Enfin, ces molécules présentent une faible 

dégradation et sont donc retrouvées à de fortes concentrations dans l’environnement et en 

- 56 - 

 



 

 

particulier dans les sédiments de rivières naturelles ou de fleuves (Leclercq et al. 2013; 

Cattoir et al. 2008).  

 Les quinolones présentent une activité bactéricide de par leur activité inhibitrice sur 

l’ADN gyrase (topoisomérase II) préférentiellement chez les bactéries à Gram négatif et sur la 

topisomérase IV préférentiellement chez les bactéries à Gram positif (Ferrero et al. 1994; 

Gellert et al. 1976). Ces enzymes jouent donc un rôle essentiel dans la réplication et la 

transcription bactérienne et permettent de contrôler l’intégrité de l’ADN double brin 

bactérien. Chacune de ces enzymes est constituée de 4 sous-unités organisées en 2 paires 

identiques responsables respectivement de la liaison de l'ADN (GyrB/ParE) et de l'action 

catalytique (GyrA/ParC).  

 La résistance aux quinolones est médiée par divers mécanismes. En effet, cette 

résistance a été décrite chez des souches présentant une ou plusieurs mutations dans les gènes 

codant pour la gyrase et la topoisomérase IV. Ces mutations se situent dans des régions 

nucléotidiques conservées appelées QRDR (« Quinolone Resistance-Determining Region »). 

Ces résistances se situent surtout au niveau du gène gyrA chez les bactéries à Gram négatif et 

du gène parC chez les bactéries à Gram positif (Ferrero et al. 1994; Gellert et al. 1976).  Il a 

également été rapporté que l’efflux actif était responsable de l’apparition d’une résistance aux 

quinolones. Chez S. aureus, cette résistance est liée à la surexpression du gène norA qui code 

pour une protéine d’efflux de la famille des MFS mais d’autres systèmes de pompes d’efflux 

peuvent également être impliqués (Costa et al. 1993). Chez les entérobactéries, la résistance 

par efflux est médiée par une surexpression du système AcrAB-TolC du fait de l’apparition de 

mutations dans le gène répresseur de ce système (acrR) et du système AcrEF-TolC à moindre 

échelle (Poole 2004).  
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 Des déterminants de résistance d’origine plasmidique ont également été rapportés dans 

la littérature. Parmi ceux-ci on retrouve, le gène qnr mis en évidence pour la première fois 

chez une souche de Klebsiella pneumoniae à la fin des années 1990 (Martínez-Martínez et al. 

1998). Ce gène code pour une protéine QnrA qui va protéger  la gyrase et la topoisomérase II 

de l’action des quinolones (Tran et Jacoby 2002). De nombreux autres déterminants 

génétiques de la famille des protéines Qnr ont été mis en évidence depuis chez des bactéries à 

Gram négatif (Cattoir et Nordmann 2009; Cattoir et al. 2008) mais aussi chez les bactéries à 

Gram positif et en particulier E. faecalis avec la protéine EfsQnr (Arsène et Leclercq 2007) et 

E. faecium (Rodríguez-Martínez et al. 2008). Ces protéines Qnr-like chez les bactéries du 

genre Enterococcus sont toutes d’origine chromosomique, phénomène qui pourrait expliquer 

en partie la relative résistance de ces bactéries aux quinolones. Le gène aac(6’)Ib-cr est 

également un déterminant génétique responsable de l’apparition d’une résistance aux 

quinolones porté par une super cassette de résistance au sein d’un intégron lui-même porté par 

un plasmide de résistance. Ce gène code pour une protéine bi-fonctionnelle jouant le rôle 

d’acétyl-transférase impliquée dans la résistance aux aminosides, mais aussi capable 

d’acétyler les fluoroquinolones au niveau de leur groupe amino-nitrogène du substituant 

piperazinyle (Robicsek et al. 2006).  

 

4.9. Les  macrolides-lincosamides-streptogramines et pleuromutilines (MLSP) 

 Les premiers macrolides ont été extraits en 1950 à partir d’espèces de Streptomyces, 

ce qui a donné naissance à l’érythromycine, toujours utilisée aujourd’hui. Depuis, de 

nombreux macrolides et apparentés ont été mis sur le marché. De nos jours, les MLSP 

constituent une des classes d’antibiotiques les plus utilisés dans le monde. Les 

pleuromutilines, antibiotiques à visée vétérinaire commencent à être utilisés chez l’homme du 
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fait de leur activité intéressante sur les SARM, les ERV et le pneumocoque. Ces molécules 

dérivent d’un extrait de champignon et possèdent un mécanisme d’action proche des MLS. 

Les MLSP sont des antibiotiques distincts chimiquement mais rassemblés dans un même 

groupe. Ceci est en partie justifié d’une part, par le fait que ces inhibiteurs de la synthèse 

protéique ont un mode d’action proche, et d’autre part par la résistance croisée due à la 

modification de la cible qui a longtemps été la seule connue (Leclercq 2002).  

 Les macrolides sont des antibiotiques composés d’au moins deux sucres aminés ou 

neutres attachés à un grand noyau lactonique de taille différente selon le produit. En effet, il 

existe à l’heure actuelle plusieurs classes de macrolides en fonction du nombre d’atomes qui 

composent ce noyau lactonique (Bryskier et al. 1993) (Figure 12). On distingue donc, les 

macrolides à 14 atomes (ex. érythromycine, clarithromycine), les macrolides à 15 atomes (ex. 

azithromycine) et ceux à 16 atomes (ex. josamycine, spiramycine). Enfin, un sous-groupe a 

fait son apparition à la fin du siècle dernier, il s’agit des kétolides, molécules dérivées de la 

clarithromycine (ex. télithromycine). 

 

 

Figure 12.  Classification des molécules appartenant à la classe des macrolides (Bryskier et al. 1993) 
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 Les lincosamides sont constitués de 3 parties : un acide aminé, la L-proline, et un 

sucre, dérivé de l’octose, reliés entre eux par une liaison amide (Bryskier et al. 1993). Deux 

molécules sont utilisées en thérapie humaine actuellement : la lincomycine, isolée de 

Streptomyces lincolnensis, et surtout son dérivé hémisynthétique 7-chloro-7déoxy, la 

clindamycine  (Figure 13). 

 

Figure 13.  Structure chimique de la lincomycine et de son dérivé hémisynthétique, la clindamycine 

(Bryskier et al. 1993) 

 

 Les streptogramines (aussi appelées synergistines) forment un groupe complexe 

d’agents antibactériens uniques. Ils sont composés d’un mélange de deux types de molécules : 

les streptogramines A (SgA) (ex. pristinamycine IIA, dalfopristine),  peptolides 

macrocycliques insaturés, et les streptogramines B (SgB) (ex. pristinamycine IA, 

quinupristine), hexadepsipeptides cycliques (Bryskier et Bergogne-Berezin 1999) (Figure 14). 

Ces deux types de composés agissent synergiquement sur le plan microbiologique comme 

dans l’association quinupristine-dalfopristine (Q-D) (Synercid®) dont l’utilisation est 

approuvée par la FDA comme alternative de traitement dans les infections à ERV. A noter 

que la spécialité Synercid® ne possède plus d’autorisation de mise sur le marché (AMM) en 

France. 
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Figure 14. Structure chimique des streptogramines (Bryskier et Bergogne-Berezin, 1999). Deux 

streptogramines A (pristinamycine IIA et dalfopristine) et deux streptogramines B (pristinamycine IA et 

quinupristine) sont représentées. 

 

 Enfin, les pleuromutilines, molécules extraites du champignon Pleurotus mutilus en 

1951, sont aussi des inhibiteurs de la synthèse protéique. La tiamuline est un dérivé semi-

synthétique de la pleuromutiline composé d’un noyau tricyclique et d’une chaîne carbonnée à 

partir du C14 du cycle octane utilisé des les années 1970 en médecine vétérinaire. La 

valnémuline sera elle utilisée dès 1999 (Long et al. 2006) (Figure 15). Ce n’est seulement 

qu’à la fin des années 2000 que les pleuromutilines feront leur apparition en médecine 

humaine avec la mise sur le marché de la retapamuline sous la forme d’un topique utilisé dans 

le traitement des impétigos et autres affections de la peau et des tissus mous non compliquées 

(Novak et Shlaes, 2010). Plus récemment, une nouvelle molécule hémisynthétique dérivée de 

cette famille, la léfamuline, a vu le jour (Paukner et al. 2013). Cette dernière fait l’objet de 

divers essais cliniques de non infériorité dans le traitement de pneumopathies communautaires 

(phase III, LEAP1 et LEAP 2 ; NCT02559310 et NCT02813694, respectivement), mais aussi 
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de phase II dans les infections de la peau et des tissus mous (NCT01119105) (Abbas et al. 

2017; Rubino et al. 2015). 

 

Figure 15. Structure chimique des pleuromutilines (Paukner et Riedl 2017). La pleuromutiline et ses dérivés 

hémisynthétiques, la tiamuline, la valnémuline et l’azamuline. 

 

 Les MLSP ont un spectre d’activité qui inclut essentiellement les bactéries à Gram 

positif et quelques bactéries à Gram négatif. Les antibiotiques de la classe des macrolides, 

quel que soit leur groupe, présentent un spectre d’activité assez similaire, principalement 

orienté contre les microorganismes suivants : i) Cocci à Gram positif : Streptococcus spp., 

Staphylococcus spp., ii) Cocci à Gram négatif : Neisseria gonorrhoeae, Neisseria 

meningitidis, Moraxella catarrhalis, iii) Bacilles à Gram positif : Corynebacterium 

diphtheriae, Listeria monocytogenes, iv) Bacilles à Gram négatif : Bordetella pertussis, 

Legionella pneumophila, Campylobacter spp., Helicobacter pylori, Vibrio spp., Haemophilus 

influenzae, v) Bactéries anaérobies strictes : Peptostreptococcus spp., Propionibacterium spp., 

Clostridium spp., Bacteroides spp., Fusobacterium spp., vi) Bactéries intracellulaires: 

Chlamydiae, Mycoplasma spp., Rickettsia spp. Les macrolides sont inactifs vis-à-vis de 

certaines bactéries comme les entérobactéries, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp, 
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Nocardia spp. et Bacteroides fragilis. La télithromycine, seule molécule de la famille des 

kétolides utilisée en clinique, présente une activité souvent supérieure à celle de 

l’érythromycine sur les coques à Gram positif sensibles aux macrolides et sur des souches de 

S. pneumoniae résistantes aux macrolides. Les lincosamides présentent un spectre d’activité 

proche de celui des macrolides. Ils ont une meilleure activité vis-à-vis des mycoplasmes et des 

bactéries anaérobies mais sont inactifs sur H. influenzae, N. gonorohoeae, N. meningitidis, L. 

pneumophila et L. monocytogenes. La clindamycine a une activité particulière sur les 

anaérobies, en particulier Clostridium spp., Peptostreptococcus spp., et possède une activité 

antitoxinique reconnue dans certaines infections à S. aureus toxinogènes. Les streptogramines 

ont un spectre d’action élargi. La pristinamycine est souvent active sur les souches de S. 

aureus résistantes à l’érythromycine tandis que la quinupristrine-dalfopristine est approuvée, 

par la FDA et par les agences du médicament de certains pays européens, dans le traitement 

des infections sévères à SARM en cas d’échec ou de résistance aux glycopeptides (Batard et 

al. 2002; Pavie et al. 2002). Alors que la structure chimique des lincosamides, 

streptogramines et pleuromutilines est très différente de celle des macrolides, leurs 

mécanismes d’action sont très proches. Les MLSP inhibent la synthèse protéique en se fixant 

sur la sous-unité 50S du ribosome bactérien et plus précisément au niveau du domaine V de 

l’ARNr 23S (Long et al. 2006; Leclercq 2002).  

 Le ribosome bactérien est le siège de la traduction de la séquence nucléotidique portée 

par un ARN messager (ARNm) en une séquence d’acides aminés au sein d’une protéine. 

C’est une structure cellulaire complexe formée par les différents types d’ARNs bactériens 

(ARNm, ARN de transfert et ARN ribosomal) et une cinquantaine de protéines dites 

ribosomales. C’est également une structure essentielle à la cellule qui utilise une grande partie 

de ses capacités physiologiques pour entretenir leur activité. Chaque cellule procaryote 

possède environ une centaine de ribosomes, ce nombre variant fortement en fonction des 
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conditions de croissance de la bactérie (Snyder et Champness 2003). Enfin, il est important de 

noter que cette structure ribosomale est très largement conservée au décours des différentes 

espèces ce qui permet d’utiliser certaines séquences nucléotidiques comme outil de 

classification phylogénique et en particulier le gène codant pour l’ARNr 16S (Lane et al. 

1985). 

 Le ribosome complet est dénommé ribosome 70S. Il est composé de 2 sous-unités, i) 

la sous-unité 30S contenant l’ARNr 16S et ii) la sous-unité 50S formée par l’ARNr 23S et 

l’ARNr 5S. La petite sous-unité 30S contient un nombre de protéines différent selon l’espèce, 

en général 21 (S1 à S21), et une molécule d’ARNr 16S codée par le gène rrs d’environ 1500 

nucléotides. La grande sous-unité 50S contient généralement 36 protéines (L1 à L36), une 

molécule d’ARNr 23S codée par le gène rrl d’environ 2900 nucléotides et une molécule 

d’ARNr 5S codée par le gène rrf d’environ 120 nucléotides (Figure 16). Les gènes codant les 

différents ARNr sont regroupés au sein du même opéron rrn. Les trois ARNr ont une 

structure secondaire formée de nombreuses tiges-boucles dues à des appariements de bases 

complémentaires au sein de la séquence nucléotidique. L’ARNr 23S, cible des MLS, est 

constitué de 101 hélices regroupées en six domaines (Figure 17) notés de I à V. Les protéines 

assurent, par leurs nombreuses interactions avec l’ARNr, un rôle important dans le maintien 

de la structure tridimensionnelle du ribosome (Nissen et al. 2000).  
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Figure 16. Composition du ribosome bactérien (www.oregonstate/edu). Le ribosome contient une copie de 

chaque ARNr et différentes protéines ribosomales. Les protéines de la grande sous-unité 50S sont désignées de 

L1 à L32 et les protéines de la petite sous-unité 30S sont désignées sont désignées de S1 à S21. 
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Figure 17.  Structure secondaire de l'ARNr 23S (Nissen et al. 2000). Les six domaines catalytiques sont 

numérotés de I à VI. La boucle centrale du domaine V et l'épingle 35 du domaine II, impliqués dans la liaison 

des macrolides, sont désignés par des flèches. 

 

 Les sous-unités 30S et 50S sont libres physiologiquement au sein de la cellule et 

forment le complexe 70S uniquement lors de la traduction d’un ARNm. Les deux sous-unités 

jouent des rôles très différents lors de la traduction. Lors de l’initiation de la traduction, la SU 

30S va reconnaître une séquence spécifique sur l’ARNm appelé séquence d’initiation. Cette 

séquence est formée par un codon d’initiation ou codon « start » (AUG ou GUG codant pour 

une méthionine dans la majorité des cas) précédé d’une séquence de reconnaissance appelée 

Shine-Dalgarno située à environ 10 nucléotides en amont du codon « start ». La sous-unité 

50S vient alors s’assembler sur la sous-unité 30S afin de former le ribosome complet. Dès 

lors, le rôle de la sous-unité 30S est de sélectionner le bon ARNt pour chaque codon alors que 

la sous-unité 50S va jouer un rôle dans la formation du peptide néosynthétisé et permettre la 

translocation des ARNt tout au long du site ribosomale. Durant le phénomène de traduction, 

- 66 - 

 



 

 

le ribosome va « avancer » tous les 3 nucléotides le long de l’ARNm dans la direction 5’-3’ 

permettant ainsi aux ARNt portants un AA (aminoacyl-ARNt) de rentrer au sein du ribosome 

au niveau du site A (site accepteur). L’entrée au sein du ribosome est sous la dépendance de 

l’appariement de l’ARNt avec l’ARNm au niveau de 3 nucléotides complémentaires. On parle 

alors d'anticodon. Une fois l’aminoacyl-ARNt attaché au ribosome au niveau du site A, une 

enzyme, la peptidyltransférase (ribozyme 23S) catalyse la réaction d’ancrage entre l’AA 

présent dans le site A et le peptide néosynthétisé qui se trouve lui au niveau du site P du 

ribosome. Après cet ancrage, une nouvelle enzyme, la translocase ou « translation elongation 

factor G » (EF-G) va catalyser le transfert du peptide associé à une ARNt situé au niveau du 

site A vers le site P, libérant ainsi le site A pour l’introduction d’un nouvel aminoacyl-ARNt 

et entrainant l’ARNt libre vers le site E et donc vers sa sortie du ribosome (Snyder et 

Champness 2003) (Figure 18). Il faut toutefois noter que le ribosome dans son ensemble n’est 

pas uniquement formé par les ARNr. De très nombreuses protéines participent à la bonne 

cohésion de l’ensemble et surtout ont un rôle déterminant dans la traduction en général. Il est 

bien connu désormais que certaines protéines ribosomales comme les protéines L4 et L22 

(responsables d’une résistance aux MLS en cas de mutations) jouent un rôle essentiel dans la 

formation du tunnel de sortie retrouvé autour du néopeptide synthétisé au sein du ribosome. Il 

a été aussi démontré que les protéines L19, L22, L24, L29 et L31 participent à l’excrétion du 

peptide néosynthétisé (Nissen et al. 2000). 
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Figure 18. Résumé schématique des différentes étapes de la traduction (Snyder et Champness, 2004). 1. Le 

complexe fMet-tRNA fait démarrer le processus de traduction et se situe au niveau du site P. L’aminoacyl-ARNt 

qui suit se situe lui au niveau du site A. 2. Le complexe fMet-tRNA est clivé par la peptidyltransférase et va 

venir se fixer par une liaison peptidique sur l'acide aminé positionné au niveau du site A. 3. L’ARNt libre au 

niveau du site P est dirigé vers le site E par la translocase alors que l’ARNt portant le dipeptide se dirige vers le 

site P laissant le site A libre de recevoir un nouvel aminoacyl-ARNt. 4. L’ARNt libre du site E est éjecté du 

ribosome. 5. Un nouvel aminoacyl-ARNt vient s’ancrer au niveau du site A. 6. Comme lors de l’étape 2, le 

dipeptide est clivé et va venir se lier à l’aminoacyl-ARNt situé dans le site A. Le cycle continue ainsi jusqu’à ce 

qu’un codon STOP soit rencontré. 

 

 

 Il a été largement démontré qu’un bon nombre de ces protéines ribosomales avaient un 

rôle avéré dans la machinerie traductionnelle, mais aussi un rôle extra-ribosomal. Ce 

phénomène est plus connu sous le nom de « moonlighting proteins » (Jeffery 2003; 

Piatigorsky et al. 1988). La protéine ribosomale S10 fait partie des protéines les largement 

étudiées pour son activité « moonlight ». La protéine S10 est un élément essentiel dans 

l’architecture de la sous-unité 30S du ribosome (Wimberly et al. 2000), cible avérée des 

antibiotiques de la famille des tétracyclines et plus particulièrement de la tigécycline. En plus 
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de son rôle dans la machinerie ribosomale lors de la traduction, cette protéine peut former un 

complexe avec la protéine NusB et ce complexe joue alors un rôle de facteur transcriptionnel, 

essentiel dans le processus d’anti-terminaison de la transcription (Luo et al. 2008; Friedman et 

al. 1981). La protéine S10 est codée par le gène rpsJ, premier gène d’un grand opéron 

regroupant 11 gènes codants tous pour des protéines ribosomales.  

 Nous montrerons dans la partie résultats de ce travail que la mutation du gène rpsJ 

codant pour la protéine S10 pourrait être responsable d’une diminution de la sensibilité à la 

tigécycline en raison de l’altération de sa cible ribosomale et donc d’une diminution de 

l’affinité de l’antibiotique pour cette dernière. 

La synthèse protéique (ou traduction) correspond à l’expression de la séquence d’un 

ARNm en chaîne polypeptidique. Outre les deux sous-unités du ribosome, la traduction 

nécessite la participation de l’ARNm qui porte l’information génétique, des ARNt qui 

chargent l’acide aminé, et de différents facteurs cytoplasmiques intervenant pendant les 

différentes étapes d’initiation, d’élongation et de terminaison. 

Les MLS inhibent la synthèse protéique en se fixant au ribosome bactérien. 

L’érythromycine se fixe sur la sous-unité 50S du ribosome bactérien. Son site de liaison 

ribosomale est situé à proximité de la base de la cavité qui contient le centre 

peptidyltransférase, au niveau du domaine V de l’ARNr 23S, où s’effectue la synthèse du 

peptide et à l’entrée du tunnel qui permet sa libération. La surface de ce tunnel est formée par 

les domaines I à V de l’ARNr 23S, par les parties globulaires des protéines L22 et L4 et par 

une chaine β de L22 (Nissen et al. 2000). Les bases cruciales pour la fixation de 

l’érythromycine sont les adénines en position 2058, 2059 et 2062, la guanine 2505 et l’uridine 

2609 (Roberts 2008; Nissen et al. 2000) (Figure 17). L’érythromycine bloque par 

encombrement stérique l'élongation de la chaîne peptidique et provoque ainsi la dissociation 
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du peptidyl-ARNt dès lors que le peptide a atteint une longueur de 6 à 8 acides aminés. De 

plus, elle empêche l’assemblage du ribosome au moment de l’initiation de la synthèse 

protéique. La clindamycine et la lincomycine partagent avec l’érythromycine l’adénine en 

position 2058 comme site de fixation. Les streptogramines agissent de façon synergique. Ceci 

a pu être expliqué par une interaction synergique dans la fixation des deux antibiotiques au 

ribosome. La fixation de la streptogramine A à la paroi du tunnel de sortie des peptides induit 

un changement de conformation de l’adénine en position 2062. Ce repositionnement permet 

une fixation de la streptogramine B avec une forte affinité dans un site adjacent à celui de la 

streptogramine A, occupant ainsi une partie de la lumière du tunnel de sortie (Canu et 

Leclercq 2001). Enfin, les pleuromutilines présentent un mécanisme d’action comparable à 

celui des macrolides. Elles inhibent la formation du pont peptidique par fixation dans le centre 

peptidyltransférase du ribosome (Dreier et al. 2012; Lolk et al. 2008; Long et al. 2006; 

Leclercq 2002). 

Les MLS inhibent donc la synthèse protéique en i) empêchant la formation du pont 

peptidique, ii) empêchant la progression du peptide naissant dans le tunnel, iii) provoquant la 

dissociation prématurée du peptidyl-ARNt en cours de synthèse en interférant avec 

l’assemblage de la sous-unité 50S. Trois mécanismes de résistance aux MLS et 

pleuromutilines sont principalement retrouvés chez les bactéries à Gram positif : i) une 

modification de la cible de l’antibiotique, ii) une modification enzymatique de l’antibiotique 

ou iii) une diminution de la concentration intracellulaire de la molécule (par diminution de la 

perméabilité et/ou efflux actif). Ces différents mécanismes de résistance, retrouvés chez les 

bactéries à Gram positif induisent l’apparition de divers phénotypes de résistance aux 

macrolides et apparentés : 
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 Le phénotype MLSB : il se définit par une résistance croisée aux macrolides, aux 

lincosamides et aux streptogramines B. Ce phénotype peut être inductible ou 

constitutif.  

 Le phénotype MSB (macrolides et streptogramines B) : il est inductible par 

l’érythromycine et touche les macrolides à 14 ou 15 atomes et les streptogramines B.  

 Le phénotype SA : toutes les souches résistantes aux associations le sont au composé 

SA (avec des CMI streptogramines A ≥ 8 µg/mL) et à ses dérivés (pristinamycine IIA, 

virginiamycine M ou dalfopristine), sans l’être obligatoirement au composé SB.  

 Le phénotype L : la résistance aux lincosamides est isolée.  

 Le phénotype LSA (P): caractérisé par une résistance aux lincosamides, aux 

streptogramines A et le plus souvent aux pleuromutilines. Il est naturellement retrouvé 

chez E. faecalis contrairement à E. faecium, E. hirae et E. durans. 

4.9.1. Résistance aux MLS par modification de la cible  

Les modifications ribosomales entraînent une résistance consécutive à la diminution 

d’affinité des MLS pour leur cible. La cible ribosomale peut être modifiée soit par production 

de méthylases codées par des gènes plasmidiques ou transposables, soit par modification(s) de 

l’ARNr 23S ou de protéines ribosomales. C’est peu après l’introduction de l’érythromycine en 

thérapeutique qu’apparaissent les premières souches résistantes de staphylocoques (1956). 

L’étude de ces souches avait rapidement montré que la résistance était liée à un phénomène de 

méthylation de la cible ribosomale (Roberts et al. 1999). Le phénomène de résistance par 

méthylation ribosomale est dû à la méthylation d’une seule adénine en position 2058 de 

l’ARNr 23S. La méthylation de cette adénine empêche la fixation des macrolides à leur cible. 

L’adénine 2058 étant un point de fixation commun aux macrolides, lincosamides et 
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streptogramines B, la résistance est croisée entre ces trois groupes d’antibiotiques d’où le nom 

de MLSB donné au phénotype de résistance (Leclercq 2002). Cette résistance est due aux 

gènes erm (erythromycin ribosome methylase), dont 41 classes sont actuellement décrites et 

classées selon leur similitude de séquences peptidiques (Roberts et al. 1999; Weisblum 1995). 

Ces gènes sont retrouvés très largement chez les streptocoques mais aussi chez les 

entérocoques ou encore les staphylocoques. Les gènes erm confèrent une résistance croisée de 

type MLSB  avec différents niveaux d’expression en fonction du type de méthylation qui est 

engendré (monométhylation ou diméthylation). De plus, cette résistance de type MLSB peut 

s’exprimer de différentes manières puisqu’elle peut être constitutive ou inductible. La 

résistance inductible s’explique par le fait que la bactérie possède bien un gène de type erm  

mais produit un ARNm inactif qui n’est pas en capacité de coder pour une méthylase. Cet 

ARNm peut s’activer seulement en présence d’une induction produite par la présence d’un 

macrolide. Ce phénomène n’est pas retrouvé en cas d’expression constitutive où l’ARNm 

produit par le gène erm est activé et peut traduire la méthylase. Le phénomène d’induction est 

lié à la présence en amont du gène erm d’un gène dit atténuateur qui va induire en présence de 

la molécule inductrice des réarrangements des ARNm permettant alors au ribosome de 

traduire la séquence codante de la méthylase. L’induction est un phénomène dit post-

transcriptionnel très souvent retrouvé dans le cas des méthylases codées par un gène de type 

erm(C) chez Staphylococcus spp., mais a déjà été observé pour les gènes erm(A) et erm(B) 

(Lina et al. 1999; Weisblum 1995). La présence de ce phénomène d’induction couplée à la 

grande diversité des méthylases codées par les gènes erm peut entraîner l’apparition de 

nombreux phénotypes MLSB complexes. Chez E. faecium, le phénotype de résistance MLSB 

est le plus prévalent. Il est médié par différents types de méthylases mais préférentiellement 

par la méthylase codée par le gène erm(B) (Hershberger et al. 2004; Portillo et al. 2000). 
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La résistance aux MLS par modification de la cible peut aussi être liée à l’apparition 

de mutations dans deux sites distincts. Tout d’abord, dans l’opéron rrn codant pour l’ARNr 

23S en position 2058 ou 2059 du domaine V. Les bactéries possèdent plusieurs copies de cet 

opéron au sein de leur chromosome (de 1 à 6 copies en général) et ces mutations sont 

retrouvées de façon identique sur chacune d’entre elles, rendant ce mécanisme de résistance 

relativement rare chez les bactéries à Gram positif et plus spécifiquement chez les 

streptocoques et les entérocoques du fait de leur grand nombre d’allèles (4 ou 5 allèles) 

(Isnard et al. Données non publiées; Leclercq 2002; Depardieu et Courvalin 2001; Tait-

Kamradt et al. 2000). Ces mutations confèrent alors à la bactérie un phénotype de résistance 

de type MLSB et ML. 

Un autre site de modification de la cible ribosomale a clairement été établi. Il s’agit de 

mutations au sein de la séquence nucléotidique des gènes rplD et rplV codant respectivement 

pour les protéines ribosomales L4 et L22. Ces mutations apparaissent généralement dans une 

partie protéique de 32 acides aminés très conservés au sein des espèces bactériennes. 

 Ces protéines forment avec les domaines I à V de l’ARNr 23S la surface du tunnel 

dans lequel le peptide néosynthétisé avance au cours de la traduction (Nissen et al. 2000). Ces 

mutations confèrent à la bactérie une résistance aux macrolides pour L4 et aux 

streptogramines pour L22 et ont été rapportées chez de nombreuses espèces dont S. 

pneumoniae (Cattoir et al. 2007; Leclercq et Courvalin 2002; Tait-Kamradt et al. 2000). 

4.9.2. Résistance aux MLS par inactivation enzymatique  

Plusieurs enzymes sont capables d’inactiver les MLS en modifiant la structure 

chimique de l’antibiotique, ce qui aura pour conséquence la non fixation de l’antibiotique sur 

son substrat. La synthèse d’une enzyme donnée ne va affecter que les molécules de structure 

apparentée au sein du groupe MLS. Les molécules de la famille des macrolides peuvent être 

- 73 - 

 



 

 

modifiées par des estérases, qui vont dégradées le cycle macrolactonique de la molécule 

antibiotique. Ces enzymes sont codées par les gènes ere(A) ou ere(B). Les macrolides 

peuvent aussi être transformés par l’action de phosphostransférases codées par les gènes mph 

(Nakajima 1999). Les lincosamides peuvent être inactivés par des nucléotidyltransférases 

codées par les gènes lnu (anciennement appelés lin). C’est chez Staphylococcus haemolyticus 

que le gène lin(A) et son homologue lin(A’), ensuite dénommés lnu(A), ont été mis en 

évidence pour la première fois (Brisson-Noël et al. 1988; Brisson-Noël et Courvalin 1986). 

Ces enzymes génèrent une nucleotidylation du groupement hydroxyl en position 3 des 

lincosamides. Actuellement, 9 gènes appartenant à ce groupe ont été décrits (Gravey et al. 

2013; Roberts et al. 1999). Les lincosamides peuvent aussi être modifiés par des 

phosphotransférases codées par certains gènes mph. Chez E. faecium, on retrouve 

généralement le gène lnuB comme déterminant de résistance à la lincomycine (Bozdogan et 

al. 1999). La résistance aux streptogramines est fréquemment expliquée par l’association 

d’enzymes codées par les gènes vat et vgb. Les gènes vat codent pour des acétyltransférases 

touchant les streptogramines A, les rendant ainsi inactives et abolissant ainsi la synergie 

observée avec les streptogramines B (Allignet et al. 1996). Chez E. faecium, se sont les 

acetyltransférases Vat(D) et Vat(E) qui sont les plus prévalentes (Werner et al. 2003). Les 

gènes vgb quant à eux codent pour des lactonases qui vont hydrolyser le macrocycle 

lactonique des streptogramines B. Ce mécanisme a été décrit en premier lieu chez les espèces 

du genre Staphylococcus avant que les protéines Vgb(A) et Vgb(B) soient décrites chez E. 

faecium (Korczynska et al. 2007; Bozdogan et Leclercq 1999). 

4.9.3. Résistance aux MLS par efflux actif  

Les systèmes d’efflux sont des composés majeurs dans la résistance aux antibiotiques 

chez les bactéries. Actuellement, 5 groupes majeurs de pompes d’efflux sont référencés, i) la 

famille des RND (« Resistance-Nodulation-cell Division »), ii) la famille des MFS (« Major 
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Facilitator Superfamily »), iii) la famille des protéines MATE (« Multidrug And Toxic 

compound Extrusion »), iv) la famille des AcrAb-TolC et enfin v) la famille des protéines 

ABC (« ATP-Binding Cassette ») (Guérin et al. 2016; Putman et al. 2000; Nikaido 1996).  

Chez les bactéries à Gram négatif, c’est le système tripartite AcrAB-TolC, codé par l’opéron 

acrAB-tolC, qui est le plus souvent rencontré dans la résistance à divers xénobiotiques (Li et 

al. 2015; Pos 2009; Nikaido 1996).  

Il existe cependant d’autres pompes intrinsèques au sein des génomes bactériens, qui ont 

pour propriété de participer à l’excrétion et donc à la résistance aux composés hydrophobes, 

comme les macrolides. Ces pompes appartiennent dans la majeure partie des cas à la famille 

des RND. Cette famille est composée de 3 protéines (« inner membrane protein » (IMP), 

« periplasmic membrane fusion protein » (MFP) et « outer membrane protein » (OMP)). 

Chez les bactéries à Gram positif, l’apparition d’une résistance par efflux est principalement 

due à deux classes de pompes que sont les MFS et les protéines ABC. Chez les streptocoques 

et particulièrement chez S. pneumoniae et S. pyogenes, la résistance aux macrolides par efflux 

est médiée par une protéine codée par le gène mef(A). Ce gène est également retrouvé dans 

divers espèces de streptocoques (oraux, streptocoques du groupe C ou G, S. agalactiae) mais 

aussi chez les entérocoques de façon plus anecdotique. Le gène mef(A) a initialement été 

détecté chez S. pyogenes et un homologue de ce dernier appelé initialement mef(E) chez S. 

pneumoniae (Tait-Kamradt et al. 1997; Clancy et al. 1996). Ce gène mef(A) code pour une 

pompe à protons appartenant à la famille des MFS, responsable de l’apparition d’un 

phénotype de résistance de type M, où seule l'activité des macrolides à 14 et 15 est réduite 

(Leclercq 2002). Il est à noter que cette résistance est transférable par conjugaison et qu’elle 

peut être portée par des éléments génétiques mobiles de type transposons chez S. pneumoniae 

(Santagati et al. 2000). 
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Chez les bactéries du genre Staphylococcus, la résistance par efflux aux macrolides est 

médiée par une protéine de la famille des protéines ABC, codée par le gène plasmidique 

msr(A). Ce gène a été mis en lumière pour la première fois chez Staphylococcus epidermidis, 

mais a depuis été retrouvé chez de nombreuses autres espèces de staphylocoques dont des 

souches de S. aureus (Schmitz et al. 2000). Le gène msr(A) induit l’apparition d’une 

résistance inductible aux macrolides à 14 et 15 atomes et non inductible aux streptogramines 

B. Chez E. faecium, le gène codant pour la protéine Msr(C) a également été rapporté (Arias et 

Murray 2012). Les lincosamides ne sont pas touchés par ce génotype de résistance et ne sont 

pas inducteurs de ce dernier (Ross et al. 1996, 1990). D’autres protéines ayant une forte 

homologie avec Msr(A) ont également été décrites et sont elles aussi responsables d’une 

résistance isolée aux macrolides (Roberts et al. 1999).  

Une autre protéine, appartenant toujours à cette famille des protéines ABC, a également 

été décrite sur un plasmide acquis par les staphylocoques. Cette protéine, codée par le gène 

vga(A) confère un bas niveau de résistance aux lincosamides et un haut niveau de résistance 

aux streptogramines A et aux pleuromutilines (Gentry et al. 2008; Chesneau et al. 2005; 

Allignet et al. 1992).  

Enfin, certaines bactéries comme E. faecalis sont naturellement résistantes aux 

lincosamides et aux streptogramines A (phénotype LSA). Cette résistance est liée à la présence 

d’un gène chromosomique lsa(A) qui code pour la protéine Lsa(A) structurellement 

apparentée aux protéines ABC (Singh et al. 2002) et qui présente environ 40% d’homologie 

avec Vga(A) et Msr(A). Cette résistance naturelle, est également retrouvée chez toutes les 

espèces d’entérocoques sauf E. faecium, E. hirae et E. durans. Plus récemment, d’autres 

protéines apparentées à la famille des protéines ABC et proches de Lsa(A), ont été décrites 

chez S. sciuri (Lsa(B)) (Kehrenberg et al. 2004), chez S. agalactiae (Lsa(C)) (Malbruny et al. 

2011) et chez E. faecium (Lsa(E)) (Li et al. 2014). 
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4.10. Résistance aux tétracyclines et aux glycylcyclines 

 Les antibiotiques de la famille des tétracyclines sont apparus à la fin des années 1940 

avec la découverte  de la chlortétracycline et de l’oxytétracycline (Chopra et Roberts 2001). 

Ces molécules ont été extraites à partir de souches de Streptomyces aureofaciens et 

Streptomyces rimosus. Dès lors, un grand nombre de molécules, soit d’origine naturelle 

(tétracyclines et dérivés au sens large), soit hémisynthétiques (minocycline, doxycycline), 

vont faire leur apparition. Les molécules les plus récentes, dites de 3ème génération, sont des 

molécules hémisynthétiques classées dans le groupe des glycylcyclines comme la tigécycline 

(Figure 19). La tigécycline est un dérivé de la minocycline (9-t-butylglycylamido-

minocycline) ayant une activité bactériostatique sur un grand nombre de germes à Gram 

positif mais aussi à Gram négatif (Noskin 2005; Chopra 2001). La tigécycline est approuvée 

par la FDA dans le traitement des infections de la peau et des tissus mous compliquées et 

intraabdominales à bactéries à Gram négatif mais aussi à Gram positif comme les SARM et 

les ERV (Babinchak et al. 2005; Ellis-Grosse et al. 2005; Noskin 2005). 
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Figure 19. Structure chimique et modifications conformationelles des tétracyclines (Chopra et Roberts, 

2001) 

 Les tétracyclines inhibent la synthèse protéique en interférant de façon réversible avec 

la sous-unité 30S du ribosome et plus précisément avec l’ARNr 16S et la protéine ribosomale 

S7. Cette interaction empêche l’ancrage du site accepteur des ARNt (aminoacyl-ARNt) sur le 

ribosome et bloque ainsi l’étape d’élongation peptidique (Chopra et Roberts 2001; 

Schnappinger et Hillen 1996). La tigécycline possède le même mécanisme d’action que les 

tétracyclines mais présente une affinité accrue pour la cible ribosomale (Bauer et al. 2004). La 

résistance aux tétracyclines est causée par de très nombreux déterminants génétiques mais 

repose sur 2 principaux mécanismes, i) efflux actif de l’antibiotique et ii) protection 

ribosomale (Miller et al. 2014). Chez E. faecium, l’efflux actif responsable de cette résistance 

est principalement médié par les gènes tet(K) et tet(L), deux gènes plasmidiques largement 

diffusés, codant pour des protéines appartenant à la famille des pompes MFS et dont le 

domaine transmembranaire est composé par une structure à 14 hélices-α, conférant une 
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résistance à toutes les molécules de la famille des tétracyclines excepté la minocycline 

(Chopra et Roberts 2001). L’expression de cette résistance est régulée par un phénomène 

d’atténuation traductionnelle en l’absence d’antibiotique dans le milieu environnant (Schwarz 

et al. 1992). D’autres gènes appartenant à la famille des gènes tet sont également retrouvés 

chez E. faecium. En effet, les gènes tet(M), tet(O) et tet(S) sont les plus prévalents chez E. 

faecium. Ces gènes sont d’origine chromosomique, confèrent une résistance complète aux 

tétracyclines mais aussi à la minocycline et à la doxycycline et sont transférables 

horizontalement via un transposon de type Tn916 (Bentorcha et al. 1991; Pepper et al. 1987). 

Ces protéines possèdent une forte homologie de séquence avec les facteurs d’élongation 

bactériens et tout comme ces derniers, sont capables d’hydrolyser le GTP et en présence du 

ribosome, en changer sa conformation et ainsi empêcher l’ancrage des tétaracyclines. Ces 

différents déterminants de résistance affectent les tétracyclines tandis que les glycylcyclines, 

du fait de leur grande affinité pour le ribosome, ne sont pas ou peu affectées par ces derniers 

(Fluit et al. 2005). Jusqu’à présent, la résistance à la tigécycline semblait être sous l’influence 

d’un mécanisme d’efflux médiée par différents types de pompes. En effet, chez E. coli, la 

diminution de sensibilité est liée à la surexpression d’une pompe AcrAb-TolC sous la 

dépendance d’un régulateur transcriptionnel de type MarA (Keeney et al. 2008). Cette 

diminution de sensibilité est également liée à la surexpression d’opérons codants pour des 

pompes de la famille RND chez d’autres espèces d’entérobactéries comme Enterobacter 

cloacae complex ou K. pneumoniae, mais aussi chez Acinetobacter baumannii (Guérin et al. 

2016; Sun et al. 2013; Veleba et al. 2012). Chez les bactéries à Gram positif, la résistance à la 

tigécycline est exceptionnelle. La diminution de sensibilité à la tigécycline a été décrite in 

vitro chez S. aureus et comme précédemment serait liée à la surexpression du gène mepA, 

codant pour une pompe d’efflux de la famille MATE (McAleese et al. 2005). Peu d’isolats 

d’entérocoques de sensibilité diminuée à la tigécycline ont été décrits jusqu’à présent (Werner 
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et al. 2008). Cependant, des travaux récents ont conclu que la résistance à la tigécycline chez 

E. faecium pourrait être médiée par un phénomène de surexpression de gène de type tet portés 

sur un plasmide à haut niveau de copies (Fiedler et al. 2016). Nous présenterons la première 

description génomique de la résistance aux glycylcyclines chez E. faecium dans la partie 

« résultats » de ce manuscrit. 
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5. Les « ATP-Binding Cassette » protéines 

Les protéines ABC constituent une des plus grandes superfamilles de séquences 

paralogues et sont retrouvées à la fois chez les eucaryotes et chez les procaryotes (Beis 2015). 

Au début des années 2000, une étude globale sur les protéines ABC recensée environ 600 

protéines appartenant à cette famille (Dassa et Bouige 200). Cette superfamille protéique est 

divisée en trois grandes catégories d’ effecteurs:  

i) Les systèmes d’exports : ubiquitaires puisque retrouvés aussi bien chez les 

eucaryotes (protéine CFTR impliquée dans la mucoviscidose, ou P-gp impliquée dans la 

multirésistance aux anticancéreux) et les procaryotes, les transporteurs ABC appartenant à ce 

groupe sont impliqués dans l’excrétion de diverses molécules de nature peptidique, lipidique, 

polysaccharidique, et même protéique (toxines) et permettent la détoxification cellulaire. Ces 

systèmes sont regroupés sous le terme générique de transporteurs ABC de classe I (Ian D. 

Kerr et al. 2010).  

ii) Les systèmes d’import : propres aux procaryotes (Kos et Ford 2009), ces systèmes 

permettent la capture au niveau cytoplasmique de divers nutriments ou métabolites essentiels 

à la survie des organismes unicellulaires. Ils sont généralement composés par 4 polypeptides 

différents associés à une protéine de liaison du substrat extracytoplasmique. Les protéines 

appartenant à ce groupe sont dites, transporteurs ABC de classe III.  

 iii) Les systèmes non impliqués dans le transport : cette troisième catégorie de 

protéines ABC regroupe des protéines qui seraient impliquées dans la réparation de l’ADN ou 

la traduction des ARNm ainsi que dans l’élongatation de la traduction protéique. Ces 

protéines sont regroupées dans les protéines ABC de classe II. Certaines protéines de la classe 

III chez lesquelles aucun domaine de fixation membranaire n’est retrouvé sembleraient aussi 

ne pas jouer de rôle dans l’import de molécules. 
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Les protéines appartenant à la famille des systèmes ABC jouent un rôle essentiel dans la 

physiologie bactérienne et tout évènement entravant leur bon fonctionnement peut entraîner 

des conséquences dramatiques dans le fitness bactérien. Un grand nombre de protéines ABC 

semblent être essentielles dans les processus physiologiques des bactéries mais peuvent aussi 

être impliqués dans les processus de virulence et de pathogénicité de ces dernières (Henderson 

et Payne 1994). En complément de leur importance dans le transport de diverses molécules, 

les protéines ABC sont aussi impliquées dans la régulation de divers processus 

physiologiques (Davidson et al. 2008). 

 

5.1. Structure et fonctions des protéines ABC 

De manière générale, les protéines ABC se composent de deux domaines cytoplasmiques 

hydrophiles (« Nucleotide-Binding Domain », NBD), capables de se fixer à l’ATP, de 

l’hydrolyser et ainsi permettre de coupler l’énergie de cette hydrolyse à une fonction 

physiologique, et de deux domaines hydrophobes transmembranaires (« TransMembrane 

Domain », TMD) (Figure 20) couplés aux NBDs et ayant un rôle important dans la 

reconnaissance et le transport du substrat. Ces derniers sont généralement composés de 6 

segments transmembranaires en hélice α (Linton 2007; Jones et George 1999). 
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Figure 20. Organisation générale des protéines ABC et motifs conservés d’un domaine NBD (van Veen et 

Konings 1997). Les deux domaines transmembranaires (TMD) sont chacun constitués de 6 hélices α 

membranaires. Les domaines de fixation des nucléotides (NDB) sont situés du côté cytoplasmique de la 

membrane et contiennent les motifs conservés impliqués dans l’hydrolyse de l’ATP (motifs Walker A et Walker 

B, motif Signature). Les résidus les plus conservés de ces motifs sont indiqués. 

 

Alors que l’homologie de séquences protéiques pour les TMD est très faible, les protéines 

appartenant à la famille des protéines ABC partagent une séquence consensus hautement 

répétée au niveau des NBD. Cette séquence, d’environ 215 acides aminés, est composée des 

motifs conservés suivants (Oldham et al. 2008; Davidson et al. 2008) (Figure 21) : i) le motif 

Walker A, également appelé « P-loop », région riche en glycines. Son motif consensus est : 

GXXGXGK(S/T) (X représente un acide aminé divers), ii) le motif Walker B, région 

hydrophobe avec quelques acides aminés chargés. Son motif consensus est : ILLD(D/E/S). 

Ces deux motifs sont communs à toutes les protéines fixant des nucléotides triphosphates. iii) 

le motif Signature, également appelé « C-loop », dont la séquence est LSGGQ(Q/R/K)QR. Ce 

motif est spécifique des protéines ABC et les distingue des autres ATPases. iv) la région 
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Switch, située après le motif Walker B, et dans laquelle se trouve une histidine conservée à 90 

% (H loop). v) une région Centre, située entre les motifs Walker A et Walker B, qui contient 

une glutamine et une arginine très conservées (Q-loop). 

 

 

Figure 21. Représentation schématique et organisation d’un domaine liant les nucléotides (NBD) des 

protéines ABC (Davidson et al. 2008). Les motifs Walker A et B sont distants d’environ 110 acides aminés. La 

signature ABC précède le motif Walker B de 20 acides aminés. Les acides aminés les plus conservés dans ces 

motifs sont indiqués au-dessous. 

 

 

L’organisation minimale d’une protéine ABC est variable selon le rôle de ce dernier. 

En effet, les transporteurs ABC de classe I, responsables de l’export de divers métabolites ou 

drogues, de l’intérieur vers l’extérieur de la cellule, sont formés par la fusion d’un NBD et 

d’un TMD. Les transporteurs ABC de classe III, responsables de l’import de nutriments et 

autres molécules d’intérêt pour la cellule procaryote, sont eux formés, par l’assemblage de 4 

polypeptides différents associés à une protéine extra-cytoplasmique qui permet de capter le 

substrat. Enfin les protéines ABC de classe II, qui ne seraient pas responsables de mécanismes 

de transports, sont quand à elles formées par une protéine hydrophile composée par deux 

domaines NBD répétés en tandem, fusionnés et qui ne sont pas couplés avec un ou plusieurs 

domaines transmembranaires (Davidson et al. 2008). Les protéines ABC de classe II 
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présentent donc les motifs de NBD en double, soit deux domaines Walker A, deux domaines 

Walker B et ainsi de suite. 

 Cependant, certains auteurs émettent l’hypothèse selon laquelle, ces protéines 

s’associent à un domaine transmembranaire préexistant, afin de former un système d’efflux 

fonctionnel (Kerr et al. 2010; Kerr et al. 2005). 

5.2. Les protéines ABC de classe II ayant un rôle dans l’antibiorésistance 

Au sein du groupe des protéines ABC de classe II, une sous-famille de protéines est 

relativement importante en terme d’antibio-résistance. Cette sous-famille baptisée ARE (pour 

Antibiotics Resistance Elements), regroupe des protéines impliquées dans la résistance aux 

macrolides, lincosamides et streptogramines A. 

Les transporteurs ABC bactériens impliqués dans la résistance aux antibiotiques, ont 

pour la plupart été identifiés dans un premier temps chez les organismes producteurs 

d’antibiotiques comme les streptomycètes permettant à ces derniers d’échapper à l’action 

léthale de l’antibiotique sur ces derniers (Cudliffe 1989). Par la suite, de nombreux 

homologues, impliqués dans la résistance ont été retrouvés dans des isolats bactériens en 

médecine humaine, ce qui soulève la question de l’origine de la résistance à certains 

antibiotiques. 

Ces protéines ABC de classe II sont généralement impliquées dans la résistance 

bactérienne aux MLSP. Parmi ces protéines ARE, on retrouve Msr(A) et Vga(A), protéines 

les plus étudiées, toutes deux codées par des déterminants génétiques retrouvés sur des 

éléments génétiques mobiles chez les staphylocoques (Ross et al. 1995; Allignet et al. 1992). 

D’autres protéines responsables de résistance aux MLS, appartiennent à cette classe de 

protéines ARE. C’est le cas de la protéine Lsa(A), codée par le gène lsa(A), responsable de la 

résistance naturelle aux lincosamides et streptogramines A chez E. faecalis (Singh et al. 2002; 
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Dina et al. 2003) ou de Lsa(C), codée par le gène lsa(C), responsable de la résistance acquise 

LSAP chez S. agalactiae (Malbruny et al. 2011) ou Lsa(B) et Lsa(E) responsables d’un 

phénotype LSAP chez Staphylococcus spp. (Li et al. 2014; Wendlandt et al. 2013). 

Cependant, le mécanisme biochimique de la résistance causée par ces protéines ABC 

de classe II, hypothétiquement un efflux, reste à prouver. En effet, aucune étude n'a déterminé 

le mécanisme moléculaire de résistance dû aux représentants de la famille des ARE et à 

identifier des partenaires membranaires qui, en association avec ces protéines, permettraient 

l’efflux des substances antibiotiques (Reynolds et al. 2003; Ross et al. 1995). Au cours de ce 

travail, nous avons pu montrer, que la substitution d’un acide aminé au sein d’une protéine 

apparentée aux protéines ABC de classe II était responsable, chez E. faecium, de l’apparition 

d’une résistance croisée aux MLS et pleuromutilines. Les résultats obtenus seront développés 

plus tard dans ce manuscrit. 
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6. Impact des xénobiotiques non-antibiotiques sur la physiologie 

bactérienne 

 Contrairement aux antibiotiques dont les effets sur la physiologie des cellules 

bactériennes sont très largement documentés dans la littérature, les connaissances concernant 

l’impact des substances non-antibiotiques sur les pathogènes bactériens sont, elles, peu 

développées. Alors que plus de 70% des patients hospitalisés dans les unités de soins intensifs 

et réanimations reçoivent des antibiotiques (en traitement préventif ou curatif), d’autres 

molécules thérapeutiques n’appartenant pas à la famille des antimicrobiens sont aussi très 

largement utilisées chez tous ces patients, comme les catécholamines, les analgésiques, les 

anxiolytiques, les anticoagulants, les antiacides, les curarisants ou encore les antifongiques 

(Smythe et al. 1993). 

 Les premières études consacrées à l’impact des molécules non-antibiotiques sur le 

fitness bactérien remontent au début du 20ème siècle et l’introduction de l’adrénaline en 

médecine humaine. En effet, rapidement après les premières utilisations thérapeutiques de 

cette catécholamine, des cas d’infections gravissimes furent rapportés et en particulier des 

épisodes de gangrène gazeuse chez des patients sans comorbidités, ni infections associées 

(Cooper 1946). Il a été alors observé qu’en présence de taux thérapeutiques d’adrénaline, la 

dose infectante nécessaire de Clostridium perfringens était diminuée d’environ 4 logs (Cooper 

1946). Du fait de l’expansion de l’utilisation de dispositifs stériles et unitaires dès la fin des 

années 1950, les descriptions de cas rapportant l’interaction entre bactérie et xénobiotiques 

non-antibiotiques ont quasiment disparu de la littérature scientifique (Lyte 2004). La théorie 

de la communication entre bactéries et hormones humaines émergera de nouveau dans les 

années 1980 lors de la découverte de la synthèse d’un homologue à l’insuline chez E. coli 

K12 (Lenard 1992; LeRoith et al. 1981). Dès lors, plusieurs études vont démontrer que ces 
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molécules non-antibiotiques semblent avoir un rôle non négligeable sur la virulence et la 

résistance aux antimicrobiens chez certains pathogènes retrouvés chez l’homme ou l’animal 

mais aussi influencent fortement la composition du microbiote humain (Maurice et al. 2013).  

 En effet, grâce à des essais in vitro de virulence et des modèles ex vivo d’infections, il 

a été démontré que l’administration de catécholamines jouait un rôle important chez 

Pseudomonas aeruginosa, en favorisant sa croissance, la production de biofilm et en 

permettant une meilleure survie en cas d’administration de tobramycine (antibiotique de la 

famille des aminosides) (Freestone et al. 2012). En utilisant un modèle murin de colonisation 

de l’intestin par P. aeruginosa et des essais in vitro, il a été aussi démontré que l’utilisation de 

la morphine était responsable d’une plus grande mortalité. En effet, l’utilisation de cette 

molécule induirait l’apparition d’un phénotype plus virulent de la souche de P. aeruginosa 

(Babrowski et al. 2012). A partir d’une analyse transcriptomique, confirmée par des tests 

fonctionnels, il a aussi été rapporté que l’utilisation de norépinéphrine, un dérivé des 

catécholamines jouant le rôle de neurotransmetteur dans le système sympathique et largement 

synthétisée au niveau du tractus intestinal humain en cas de stress, influait sur la voie du 

quorum-sensing par l’intermédiaire du gène las et améliorerait la croissance, la mobilité, 

l’adhésion et augmenterait la virulence de P. aeruginosa. L’augmentation de la virulence 

après exposition aux catécholamines a aussi été rapportée chez d’autres espèces bactériennes, 

comme E. coli O157 :H7, Salmonella Typhimurium, Campylobacter jejuni, S. epidermidis, 

Bordetella bronchiseptica, Brachyspira pilosicoli et Actinobacillus pleuropneumoniae (Li et 

al. 2012; Naresh et Hampson 2011; Anderson et Armstrong 2008; Karavolos et al. 2008; 

Bansal et al. 2007; Cogan et al. 2007; Dowd 2007; Green et al. 2004; Chen et al. 2003; Lyte 

et al. 2003). Une des explications avancées pour comprendre l’interaction entre les bactéries 

entériques comme E. coli et l’augmentation de leur virulence et de leur adhésion en présence 

de catécholamines, est la mise en évidence d’un récepteur adrénergique bactérien, le système 
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à deux composants QseBC et plus spécifiquement la protéine QseC (Clarke et al. 2006). En 

effet, ce système à deux composants serait un régulateur du quorum-sensing et agirait ainsi 

sur un grand nombre de gènes de virulences chez E. coli, expliquant ainsi l’interaction 

existante entre les catécholamines et la virulence de certaines souches (Sperandio et al. 2002). 

Tout récemment, des travaux ont aussi rapportés un impact de la norépinéphrine sur le taux de 

particules virales infectieuses des virus Herpes simplex virus-1 (HSV-1) et Herpes simplex 

virus-2 (HSV-2) au niveau des neurones sympathiques de patients porteurs (Ives et Bertke 

2017). 

 De façon tout à fait intéressante, il a aussi été démontré que les catécholamines 

favorisaient le transfert « horizontal » de gènes par conjugaison des bactéries retrouvées au 

niveau intestinal, et donc par la même, permettaient une dissémination des déterminants de 

virulence mais aussi de résistance entre différentes espèces bactériennes (Peterson et al. 

2011). 

 Une autre classe de molécules thérapeutiques a été rapportée comme ayant un impact 

sur la physiologie bactérienne. En effet, contrairement aux études précédentes dont les 

résultats convergent vers des effets « bénéfiques » pour la cellule bactérienne, l’utilisation de 

midazolam (molécule anxiolytique de la famille des benzodiazépines) augmenterait, 

indépendamment de son effet anxiolytique, le taux de survie de souris utilisées dans un 

modèle de sepsis et de plaies secondaires à des brûlures, infectées par P. aeruginosa (Dugan 

et al. 2010). 

Enfin, des travaux portant sur l’effet de la caspofungine, molécule antifongique de la classe 

des échinocandines (Figure 22) sur S. aureus ont été réalisés par Siala et al.  
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Figure 22. Structure chimique des échinocandines, caspofungine, micafungine et anudulafungine 

(Georgopapadakou, 2001). 

 La caspofungine, comme tous les représentants de la famille des échinocandines, est 

un antifongique fongicide ayant une forte activité anti-biofilm, inhibant la synthèse de certains 

constituants essentiels de la paroi fongique. Elle a pour cible la β-(1,3)-glucane-synthétase, 

enzyme strictement retrouvée chez les protistes fongiques, impliquée dans la synthèse des 

glucanes, dont elle inhibe l’action (Georgopapadakou 2001) (Figure 23). 
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Figure 23. Organisation de la membrane cellulaire et de la paroi fongique (Wiederhold et Lewis 2003). 

 

 Dans leurs travaux, Siala et al. ont pu démontrer que la caspofungine agissait de façon 

synergique avec les fluoroquinolones sur la formation de biofilms de S. aureus en inhibant 

une enzyme, la N-acetylglucosamine transferase (IcaA) codée par un gène appartenant à 

l’opéron ica (Siala et al. 2016).  

 Les résultats de ces différentes études et observations montrent que les molécules non-

antibiotiques influencent de façon significative la capacité de la cellule bactérienne à persister 

et à proliférer, mais aussi influenceraient la virulence et l’échange de déterminants génétiques 

impliqués dans la résistance. Devant ces différentes constatations, une évaluation de l’impact 

des molécules non-antibiotiques les plus prescrites dans les services de soins intensifs et les 

services de réanimations sur un des principaux pathogènes nosocomiaux rencontré, E. 

faecium, sera abordée plus tard dans la partie résultats de ce manuscrit. 
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7. Cancer et Microbiote intestinal : un lien inattendu  

7.1. Le microbiote intestinal 

 Lorsque les micro-organismes entretiennent une relation mutualiste avec l’hôte qui les 

héberge, on parle de relation hôte-pathogène commensale. Les micro-organismes 

commensaux occupent la totalité des barrières naturelles de l’hôte avec un nombre de 

bactéries présentes chez l’homme estimé à 1012 au niveau cutané, 1010 au niveau de la cavité 

orale et 1014 au niveau du tractus digestif (Dave et al. 2012). D’un point de vue génomique, le 

microbiome bactérien (métagénome intestinal) serait environ 100 fois plus important que le 

génome humain qui l’héberge (Maynard et al. 2012; Qin et al. 2010). Le microbiote intestinal 

est un écosystème dynamique composé de champignons, virus, bactériophages mais aussi de 

bactéries dont les principaux phyla dominants sont les Firmicutes, les Bacteroidetes, les 

Preteobacteria et les Actinobacteria (Dave et al. 2012). Cependant, le microbiote n’est pas 

réparti de façon uniforme d’un point de vue quantitatif mais aussi en termes de diversité 

bactérienne au sein du tractus digestif. L’estomac héberge environ une centaine de bactéries 

par gramme de contenu, principalement des bactéries appartenant à la famille des lactobacilles 

alors qu’au niveau colique, on peut retrouver jusqu’à 1012 bactéries par millilitre de contenu 

avec une très grande diversité bactérienne (Dave et al. 2012; Holzapfel et al. 1998) (Figure 

24). La répartition des phyla bactériens est relativement bien conservée au sein des différents 

groupes d’individus, même si le microbiote est toutefois assez spécifique de son hôte et peut 

varier sous l’influence de très nombreux facteurs génétiques mais aussi et surtout 

environnementaux comme l’alimentation, le mode de vie rural ou urbain, certaines hormones 

(et en particulier les hormones de stress comme la norépinéphrine) et les xénobiotiques 

antibactériens ou non (Sommer et al. 2017; C. Palmer et al. 2007). Ce phénomène permet 

ainsi de catégoriser le microbiote intestinal en deux types de flores bactériennes, la flore 
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endogène et la flore transitoire. Depuis des millénaires, les bactéries et leurs hôtes respectifs 

ont co-évolué afin d’aboutir à une relation mutualiste.  

 

 

Figure 24. Diversité microbienne et principaux phylums composant le microbiote intestinal (Dave et al. 

2012). 

 

 Les bactéries formant le microbiote intestinal participent ainsi à de nombreuses 

fonctions physiologiques de l’hôte comme la digestion, la fermentation de certains substrats 

non assimilables, la synthèse de molécules essentielles à l’hôte (Vitamine K par exemple) ou 

encore la colonisation de certaines niches jouant alors le rôle de barrière physiologique 

empêchant l’implantation de bactéries pathogènes (Dave et al. 2012). De plus, il est 

clairement démontré dorénavant que le microbiote intestinal participe au bon développement 

et à la maturation du système immunitaire en stimulant la production d’immunoglobulines 

(Vétizou et al. 2016; Gaboriau-Routhiau et Cerf-Bensussan 2016). Il est donc clairement 

établi que le microbiote influence largement la santé de l’hôte. 
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 Désormais le lien entre cancer et micro-organismes est clairement établi 

puisqu'environ 20% des pathologies tumorales seraient liées à la présence d’un agent 

pathogène  comme par exemple H. pylori ou Fusobacterium nucleatum (Pevsner-Fischer et 

al. 2016). De plus, il a été démontré que la dysbiose intestinale, phénomène généré par divers 

éléments extérieurs (chimiothérapies, antibiothérapies) peut engendrer la surreprésentation de 

certaines espèces bactériennes favorisant l’apparition d’un état d’inflammation chronique au 

niveau intestinal, entraînant une immuno-modulation locale et ayant comme conséquence une 

augmentation du risque de carcinogénèse (Schwabe et Jobin 2013; Grivennikov et al. 2012; 

Sokol et al. 2008). Cependant, l’impact de la dysbiose intestinale sur les cancers non-

gastrointestinaux est peu connu à ce jour. 

7.2. Microbiote et chimiothérapies anticancéreuses 

 De nombreuses études ont montré l’impact délétère de plusieurs micro-organismes 

dans le développement d’une réaction inflammatoire locale entraînant dans certains cas un 

phénomène de carcinogénèse (Dzutsev et al. 2015). Cependant, dès les années 1940, l’idée 

d’utiliser des agents microbiens dans le traitement des cancers a fait son apparition. En 1946, 

l’injection intra-tumorale d’un mélange de S. pyogenes et de Serratia marcescens  fut utilisée 

(Nauts et al. 1946). Dès lors, de nombreuses études rapportent l’utilisation de bactéries 

comme agents anti-tumoraux avec comme exemple le plus illustré l’utilisation du bacille de 

Calmette et Guérin (Mycobacterium bovis BCG) dans le traitement des carcinomes 

urothéliaux de la vessie non malins (Babjuk et al. 2013).  Récemment, les travaux de Viaud et 

al., ont permis de mettre en évidence l’impact du microbiote intestinal dans l’efficacité des 

chimiothérapies anti-tumorales. Il a été en effet démontré que l’efficacité du 

cyclophosphamide (CTX), agent alkylant de la famille des moutardes azotées ayant des 

propriétés anti-angiogéniques et immunomodulatrices (Sistigu et al. 2011), est liée en grande 

partie à sa capacité à entraîner la translocation de certaines bactéries à Gram positif (dont E. 
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hirae) dans les organes lymphoïdes secondaires. Cette translocation est médiée par un des 

effets secondaire du CTX qui va fragiliser la muqueuse intestinale et permettre la rupture de 

l’équilibre entre la flore endogène et les cellules de cette dernière. Lors de la translocation des 

bactéries au niveau des organes lymphoïdes secondaires comme la rate et les ganglions, une 

réaction immune antibactérienne se déclenche. Cette immunisation entraîne alors la synthèse 

de plusieurs types de lignées lymphocytaires, i) les lymphocytes effecteurs Th17 

(Lymphocytes T helpers) qui vont sécréter de l’IL-17 et de l’interféron (IFN) γ et ii) des 

lymphocytes mémoires Th1 qui jouent un rôle d’alliés pour les lymphocytes anti-tumoraux 

dans le contrôle de différents types de tumeurs. Dans l’étude de Viaud et al., il a été démontré 

que l’utilisation d’antibiotiques à large spectre impactait sévèrement sur l’efficacité anti-

tumorale médiée par le CTX dans un modèle murin mais que cette activité était complètement 

retrouvée lors de l’instillation orale de bactéries à Gram positif dont en particulier E. hirae 

(Viaud et al. 2013) (Figure 25). Cette espèce d’entérocoques étant peu retrouvée en 

pathologie humaine, son pouvoir pathogène est peu connu. Du fait de notre expertise sur les 

entérocoques, c’est donc naturellement que nous avons été approchés par l’équipe du Pr. 

Zitvogel afin de caractériser différentes souches d’intérêt et de participer à l’étude concernant 

l’utilisation d’extraits de E. hirae comme oncoprobiotiques. 
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Figure 25. Rôle du microbiote intestinal dans l’activité anti-tumorale du cyclophosphamide (Vétizou et al. 

2016). Le cyclophosphamide (CTX) va modifier la barrière intestinale et permettre la translocation de bactéries. 

Certaines bactéries, et plus particulièrement E. hirae, vont entraîner la polarisation de lymphocytes T (LT) 

effecteurs en LT helpers17 et LT helpers 1 au niveau des organes secondaires et induire l’inflitration de 

lymphocytes Th1 au niveau de la tumeur. 

 

 Ces résultats sur l’impact du microbiote dans la réponse aux thérapeutiques anti-

cancéreuses a également était confirmé par les travaux de Iida et al., qui ont montré dans un 

modèle murin que des cellules macrophagiques retrouvées au niveau de tumeurs coliques 

produisaient des radicaux libres oxydants (RLO) en présence de certaines bactéries 

commensales du tractus digestif de l’animal. Cette production de RLO induisant des 

dommages sur l’ADN tumoral et permettant l’éradication des tumeurs en association avec une 

thérapeutique anti-cancéreuse à base de sels de platine (Iida et al. 2013).  
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Le rôle du microbiote dans la réponse anti-tumorale a également fait l’objet de 

publications dans des schémas thérapeutiques basés sur l’immunothérapie (Sivan et al. 2015; 

Vétizou et al. 2015). 
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II. OBJECTIFS DU TRAVAIL 
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 L’objectif principal de cette thèse a été d’étudier les multiples facettes proposées par 

les bactéries du genre Enterococcus. En effet, avec l’avènement de nouvelles technologies 

moléculaires comme le séquençage à haut débit et ses applications, la nature et le rôle du 

microbiote chez les patients, ainsi que les impacts des éléments environnementaux sur ce 

dernier sont désormais des informations beaucoup plus facilement accessibles.  

 Depuis maintenant une vingtaine d’années, E. faecium s’impose comme un des germes 

les plus prévalent dans les infections liées aux soins. Sa présence au sein du groupe de 

bactéries « ESKAPE », matérialise son importance clinique et la difficulté thérapeutique à 

laquelle se confrontent les cliniciens. Cependant toutes les bactéries du genre Enterococcus ne 

sont pas considérées comme pathogènes et pourraient être utilisées dans un but bénéfique 

comme probiotiques du fait de leur très faible virulence, leur robustesse et leur survie dans 

l’environnement et leur rôle immuno-modulateur. 

Ce constat nous a conduit à dégager trois axes principaux pour ce travail : 

Etude de la résistance aux nouvelles molécules utilisées dans le traitement des infections 

à ERV avec un focus particulier sur deux antibiotiques : 

i) La recherche et la caractérisation de déterminants de résistance responsable de l’apparition 

d’un phénotype de résistance de type LSAP chez E. faecium. La résistance aux MLSP est 

médiée par de nombreux déterminants génétiques. Une étude de la littérature existante, 

rapporte l’existence d’un échec de traitement de trois souches d’E. faecium par 

l’association quinupristine/dalfopristine (Dowzicky et al. 2000). De par l’activité de 

Centre National de Référence (CNR) pour la résistance, laboratoire associé entérocoques, 

de notre service, nous avons pu obtenir ces souches. La recherche des déterminants de 

résistance connue à ce jour n’a pas pu permettre d’identifier un gène responsable de 

l’apparition d’un tel phénotype de résistance. Cette observation nous permet d’envisager 
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l’existence d’un nouveau phénotype de résistance aux MLSP chez E. faecium lié à un 

nouveau déterminant génétique. 

 

ii) La recherche et la caractérisation d’un déterminant génétique lié à l’apparition de la 

diminution de sensibilité à la tigécycline. Aucune donnée concernant la résistance à la 

tigécycline chez E. faecium n’avait été rapportée dans la littérature jusqu’à cette première 

description.  

Impact des xénobiotiques non antibiotiques sur E. faecium 

 E. faecium est un des germes multirésistants particulièrement adapté à 

l’environnement hospitalier. La grande majorité des souches de E. faecium isolées en clinique 

sont responsables d'infections chez des patients le plus souvent hospitalisés dans des services 

de réanimation. Lors de son séjour, le patient va recevoir un très grand nombre de molécules 

thérapeutiques autres que des molécules antibiotiques. L’impact de certaines de ces molécules 

non-antibiotiques sur quelques espèces bactériennes a déjà été démontré, cependant aucune 

étude n’a abordé cette problématique avec comme modèle E. faecium. En utilisant une 

analyse phénotypique et transcriptomique, l’impact de ces molécules a été étudié. Le but est 

ici d’analyser les gènes et les différentes voies métaboliques qui sont impliqués dans 

l’adaptation de E. faecium aux xénobiotiques a priori non-antibiotiques.  

 

Rôle de E. hirae dans la réponse immunologique anti-cancéreuse lors de l’utilisation de 

cyclophosphamide (CTX) 

 Le rôle du microbiote intestinal dans la réponse anti-tumorale lors de traitement anti-

cancéreux a déjà été démontré dans la littérature (Zitvogel et al. 2017). Lors de travaux 

récents menés par l’équipe du Pr. Laurence Zitvogel, il a clairement été mis en évidence 
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l’importance d’un microbiote de bonne composition afin de promouvoir l’activité du CTX 

mais aussi le rôle central de la translocation dans les organes lymphoïdes secondaires de 

l’espèce E. hirae lors du traitement par CTX afin d’induire la synthèse de lymphocytes 

effecteurs Th17, cellules immunitaires ayant un rôle anti-tumoral. De part notre activité de 

CNR, laboratoire associé entérocoques, nous avons été sollicités afin de caractériser divers 

aspects de cette espèce tant sur le plan de la résistance, de la virulence et de la colonisation 

chez l’animal. Des travaux de comparaison de génomes bactériens mais aussi de 

transcriptomique ont également été réalisés dans cette collaboration. 

 Les données obtenues et présentées dans ce manuscrit sont le fruit de différentes 

collaborations avec les équipes du Dr. F. Cava (Université de Umeå, Suède), du Pr. L. 

Zitvogel (INSERM U1015, GRCC, Villejuif), du Dr. Didier Goux (CMAbio, Université de 

Caen Normandie), de l’équipe de la société ViroScan3D (Lyon, France) et de la société 

DNAVision (Charleroi, Belgique).  

 Les résultats obtenus ont fait l’objet de deux communications affichées (JRC 2014, 

Caen et ECCMID 2016, Amsterdam) ainsi que 3 publications internationales (AAC 2013, 

AAC 2015 et Immunity 2016). Un 4ème article est en cours de rédaction et devrait être soumis 

en 2017 (AAC). 
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III. RESULTATS ET DISCUSSION 
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1. Résistance aux antibiotiques chez E. faecium 

1.1.  Publication 1 : Etude de la résistance aux lincosamides, streptogramines A et 

pleuromutilines (phénotype LSAP) chez E. faecium. 

Contexte 

Alors que les souches d’ERV ont été initialement isolées en Europe il y a 20 ans, les 

premières épidémies ont été décrites dans les années 1990 aux Etats-Unis où la situation est 

endémique depuis (Bonten et al. 2001). A l’inverse, la situation en France n’est pas 

endémique mais plusieurs épidémies d’ampleur inhabituelle ont été rapportées dès 2004 

(Bourdon et al. 2011). Afin de palier au problème d’impasse thérapeutique imposé par 

l’émergence des souches d’ERV, de nouvelles molécules sont apparues sur le marché lors des 

deux dernières décennies. Parmi ces molécules, les streptogramines et plus précisément 

l’association quinupristine-dalfopristine (Q-D), commercialisée sous le nom de marque 

Synercid®, est une alternative thérapeutique intéressante et approuvée par la FDA dans le 

traitement des infections à ERV associées à une bactériémie (Eliopoulos 2003). La résistance 

à cette catégorie d’antibiotique est le plus souvent médiée par l’acquisition d’un gène erm 

codant pour une méthylase ribosomale, responsable de l’apparition d’une résistance à tous les 

macrolides, lincosamines et streptogramines B (phénotype MLSB). Lors d’une étude menée au 

début des années 2000, portant sur l’efficacité de cette molécule sur différentes bactéries à 

Gram positif, 4 échecs thérapeutiques ont été décrits dont 3 impliquant des souches de E. 

faecium (Dowzicky et al. 2000). Nous avons pu obtenir ces 3 paires de souches (isolées 

chacune avant et après traitement in vivo). Nous avons également obtenu 6 mutants résistants 

obtenus in vitro après passages successifs sur des concentrations croissantes de lincomycine 

(2 mutants in vitro), dalfopristine (2 mutants in vitro) et tiamuline (2 mutants in vitro). Tous 
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ces mutants in vivo et in vitro possèdent une résistance de type LSAP, phénotype retrouvé 

naturellement chez E. faecalis, mais jamais décrit jusqu’alors chez E. faecium. 

Objectifs 

A partir des souches obtenues avant traitement et des mutants résistants obtenus in 

vivo et in vitro, nous avons voulu décrypter le mécanisme moléculaire conférant le phénotype 

de résistance LSAP chez E. faecium. La cible moléculaire identifiée a été confirmée par 

remplacement allélique. Enfin, une évaluation de la prévalence de cette résistance a été 

recherchée sur une collection de souches parfaitement caractérisées de E. faecium résistants à 

la vancomycine, issue de notre laboratoire. 

Résultats 

Les ADN génomiques de deux souches, une présentant un phénotype sensible aux 

MLSP (HM1070) et un mutant résistant isogénique (UCN90B) de phénotype LSAP, ont été 

extraits puis séquencés grâce à la technologie du 454 Life Sciences (Roche) GS-FLX system. 

L’analyse génomique comparative nous a permis de mettre en évidence 50 mutations 

différentes dont une d’intérêt située au sein d’un gène de 1503 pb codant pour une protéine 

ABC de 500 AA, homologue des autres protéines ABC dites « Lsa-like » connues comme 

Lsa(A), Lsa(B) ou encore Msr(A). Cette mutation correspondait à une transition C1349T, 

entraînant la substitution d’une Thréonine, AA polaire hydrophile, par une Isoleucine, AA 

apolaire, aliphatique et hydrophobe, en position 450 (Figure 26). Il est important de noter ici, 

que le même AA est retrouvé chez les autres protéines « Lsa-like » conduisant à l’apparition 

d’un phénotype LSAP. En utilisant des amorces spécifiques du gène incriminé et de son 

environnement direct, nous avons mis en évidence que cette mutation (C1349T) était 

retrouvée chez toutes les souches résistantes obtenues in vitro et in vivo, alors qu’elle était 

absente chez toutes les souches présentant un phénotype sensible. 
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Figure 26. Comparaison des séquences protéiques des protéines Eat(A) et Eat(A)v avec d’autres protéines 

ABC « Lsa-like » impliquées dans la résistance aux MLSP : Lsa(A), Lsa(B), Lsa(C) et Lsa(E). Les deux 

copies des motifs Walker A et Walker B ainsi que le motif ABC signature sont encadrés. La similarité des 

séquences est décrite par des astérisques (même AA), des colonnes de points (forte similarité) ou des points 

simples (faible similarité). La localisation de la substitution en position 450 est indiquée par une flèche. 
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Afin de démontrer le rôle de cette mutation C1349T au sein du gène qui a été 

dénommé eat(A) (pour Enterococcus ABC Transporter), nous avons décidé de mener des 

expériences de mutation allélique par mutagénèse dirigée. Afin de réaliser cette expérience, 

nous avons amplifié par PCR l’extrémité 3’ des gène eat(A) et de son variant eat(A)v 

contenant la mutation C1349T. L’expérience consistait à introduire l’extrémité du gène muté 

eat(A)v au sein du génome d’une souche sensible non mutée par remplacement allélique et 

d’observer une modification du phénotype de résistance. Nous avons procéder de la même 

façon en introduisant l’extrémité 3’ du gène eat(A) non muté chez une souche résistante. Le 

remplacement de l’extrémité 3’ du gène eat(A) par son variant eat(A)v faisait apparaître un 

phénotype de résistance LSAP chez une souche initialement sensible. La réciproque a 

également été observée, nous permettant de démontrer de façon fiable que cette mutation au 

sein d’une protéine ABC jouait un rôle essentiel dans l’apparition d’un phénotype de 

résistance de type LSAP chez E. faecium (Tableau 4). 
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Tableau 4. Concentrations Minimales inhibitrices des différentes souches utilisées dans l’étude. ERY, 

Erythromycine ; LIN, Lincomycine ; CLI, Clindamycine ; DAL, Dalfopristine ; QUI, Quinupristine ; Q-D, 

Quinupristine-Dalfopristine ; TIA, Tiamuline. UCN94, souche initialement sensible dans laquelle l’allèle muté 

eat(A)v a été introduit ; UCN95, souche initialement résistante dans laquelle l’allèle sauvage eat(A) a été 

introduit. 

 

 

 

Nous avons par la suite caractérisé l’environnement du gène eat(A) et montré la 

présence d’un site d’initiation transcriptionnelle en amont du gène (221 pb), révélant la 

présence d’une longue séquence non transcrite en 5’ (5’ UTR). Enfin, afin de connaître la 

prévalence de cette mutation chez des souches multi-résistantes de E. faecium, nous avons 

recherché cette dernière parmi 60 souches uniques d’ERV issues du CNR résistance aux 

antibiotiques. De façon intéressante, nous avons retrouvé une prévalence d’environ 23% chez 

ces souches hospitalières. 

Conclusion 

En conclusion, nous avons caractérisé pour la première fois le mécanisme moléculaire 

de la résistance de type LSAP chez E. faecium. Cependant, comme toutes les protéines ABC 
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de classe II, le mécanisme biochimique de cette résistance reste à élucider. La caractérisation 

biochimique de cette résistance a été entreprise par une étude trancriptomique de la souche 

sauvage HM1070, d’un mutant in vitro et du mutant KO isogénique. 

Ce travail a fait l’objet d’une communication affichée (JRC 2013, annexe 1) et d’une 

publication internationale dans la revue Antimicrobial Agents and Chemotherapy (2013). 
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Publication 1 

 

Genetic Basis for In Vitro and In Vivo Resistance to Lincosamides, 

Streptogramins A and Pleuromutilins (LSAP phenotype) in Enterococcus 

faecium 

Christophe Isnard, Brigitte Malbruny, Roland Leclercq et Vincent Cattoir 
 

Antimicrob. Agents Chemother. AAC.01030-13 

 

 

 

 

 

 

 

- 111 - 

 



 

 

 

 

 

- 112 - 

 



 

 

 

 

 

- 113 - 

 



 

 

 

 

 

- 114 - 

 



 

 

 

 

 

- 115 - 

 



 

 

 

 

 

- 116 - 

 



 

 

 

 

 

- 117 - 

 



 

 

 

 

 

- 118 - 

 



 

 

1.2. Publication 2 : Etude génomique de la baisse de sensibilité à la Tigécycline chez E. 

faecium. 

Contexte 

 Face à l’émergence de souches multi-résistantes aux antibiotiques chez E. faecium, 

mais également chez S. aureus et certaines entérobactéries, de nouvelles molécules 

thérapeutiques à large spectre ont vu le jour depuis 30 ans. Parmi elles, la tigécycline (TIG), 

unique représentant alors de la famille des glycylcyclines. Cette famille d’antibiotiques 

présente un intérêt certain car elle n’est pas affectée par les mécanismes d’efflux ou de 

protection ribosomale qui peuvent impacter d’autres familles antibiotiques comme les 

tétracyclines dites classiques, les fluoroquinolones ou encore les aminosides (Sum et al. 

1998). De plus, cette molécule présente l’intérêt de ne pas entraîner la formation de mutants 

résistants dans le modèle E. coli (Projan 2000) et d’être extrêmement active sur les souches de 

E. faecium sensibles et résistantes aux glycopeptides. Très peu de cas de souches résistantes 

ont été rapportées chez les bactéries à Gram positif. Du fait de l’importance stratégique de cet 

antibiotique dans l’armada thérapeutique utilisable contre les bactéries multi-résistantes 

comme E. faecium, le but de ce travail a été de comprendre le mécanisme d’acquisition d’une 

résistance chez E. faecium en obtenant des souches de sensibilité diminuée in vitro mais aussi 

in vivo et de comparer leurs génomes avec une souche sensible afin d’identifier de gènes 

potentiellement impliquées dans l’apparition de la diminution de sensibilité à la tigécycline. 

Résultats 

 En premier lieu, nous avons obtenu des mutants in vitro de sensibilité diminuée à la 

tigécycline, à partir des souches E. faecium Aus0004 (Lam et al. 2012) et E. faecium HM1070  

(Bozdogan et Leclercq 1999). Pour ce faire, des ensemencements sériés sur géloses contenant 

des concentrations croissantes de TIG ont été effectués. Nous avons ainsi pu obtenir un 
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mutant à partir de la souche de E. faecium Aus0004 (AusTig) et deux mutants à partir de 

HM1070 (HMtig1 et HMtig2). Ces souches possédaient des CMI de la tigécycline à 0,25, 0,5 

et 0,25 mg/L, respectivement. Nous avons ensuite extrait l’ADN génomique du mutant 

AusTig et séquencé ce dernier par la technique Illumina (ProfilXpert, Lyon). L’analyse 

génomique comparative réalisée entre le génome de AusTig et la souche parentale Aus0004 

nous a permis de mettre en évidence la présence de 4 SNP (Tableau 5) 

Tableau 5. SNP retrouvés au sein du génome de AusTig par comparaison avec le génome de la souche 

parentale Aus0004. Les noms des gènes et les positions nucléotidiques sont issus de la séquence annotée de la 

souche E. faecium Aus0004 (NC_017022) (Lam et al. 2012). 

Gène Produit Mutation (position) Changement en AA 

Efau004_00094 Protéine S10 de la SU 30S GT (97.523) Asp60  Tyr 

Efau004_01228 Transporteur cationique TA (1.257.670) Asn80  Ile 

Efau004_01636 Protéine hypothétique GT (1.651.985) Val54  Leu 

Efau004_02455 L-lactate oxydase GA (2.474.071) Ala100  Thr 

 

Afin de déterminer quelle mutation était responsable de cette diminution de sensibilité à la 

tigécycline chez E. faecium, nous avons dans un premier temps amplifié les gènes 

correspondants chez les autres mutants obtenus. De façon intéressante, le gène 

Efau004_01636 a seulement été retrouvé chez la souche Aus004 et semblerait donc faire 

partie du génome accessoire de la bactérie. Les gènes Efau004_01228 et Efau004_02455 

présentaient chez les autres souches testées, la même séquence nucléotidique que la souche 

parentale sensible Aus0004. De plus, afin de confirmer l’absence de rôle dans l’apparition de 

la résistance du gène codant pour un transporteur cationique, nous avons effectué des 

déterminations de CMI en présence d’inhibiteurs des pompes d’efflux (réserpine et 
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pantoprazole). En présence de ces inhibiteurs, les CMI de la tigécycline n’étaient pas 

impactées. Enfin, nous avons décidé de construire un mutant délété isogénique chez lequel la 

sensibilité à la tigécycline n’était pas modifiée.  

Sur les 5 souches résistantes que nous avions utilisées dans cette étude, 4 présentaient une 

mutation au sein du gène Efau004_00094 (rpsJ) codant pour la protéine S10. Les 3 souches 

obtenues in vitro possédaient la même substitution en position 60 (D60Y), alors qu’une des 

souches cliniques possédait une mutation en position 57 (K57E). La dernière soucheclinique 

ne possédait pas quant à elle de mutation dans le gène rpsJ, nous permettant de supposer que 

l’apparition d’une mutation dans rpsJ joue un rôle dans la diminution de sensibilité à la 

tigécycline mais ne semble pas être la seule explication à cette dernière. Dans des travaux 

postérieurs au notre, l’équipe de Werner a ainsi démontrer que la présence des gènes tet(M) et 

tet(L) au sein d’un plasmide à haut nombre de copies était responsable de l’apparition d’une 

sensibilité diminuée à la tigécycline (Fiedler et al. 2016). De façon intéressante, notre souche 

in vivo non mutée en rpsJ était porteuse de ces deux gènes, ce qui pourrait expliquer la 

diminution de sensibilité à la tigécycline chez cette souche. 

Conclusion 

 Nous avons pu mettre en évidence pour la première fois une mutation dans un gène 

codant pour une protéine impliquée dans l’architecture de la SU 30S du ribosome qui 

semblerait être importante dans l’apparition d’une diminution de sensibilité à la tigécycline 

chez E. faecium. Cette baisse de sensibilité à la tigécycline médiée par l’apparition d’une 

mutation au sein du gène rpsJ a également été retrouvée chez d’autres espèces tant à Gram 

positif qu’à Gram négatif. 

 Ce travail a fait l’objet d’une publication internationale dans la revue Antimicrobial 

Agents and Chemotherapy (2015) 
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faecium 
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2. Impact des xénobiotiques non-antibiotiques sur E. faecium 

2.1.  Publication 3 : Etude de l’impact des xénobiotiques a priori  non-antibiotiques sur la 

physiologie de E. faecium. 

Contexte 

 Les infections sont une menace permanente et une cause majeure de décès pour les 

patients hospitalisés dans les services de réanimation. Ces infections sont responsables d’une 

morbi-mortalité et de coûts non négligeables puisqu’environ 50% des patients hospitalisés en 

réanimation développeront un syndrome infectieux et nécessiteront des gestes réanimatoires 

importants. Dans un contexte hospitalier particulier comme celui des services de réanimation, 

les infections sont généralement causées par un petit nombre d’espèces bactériennes (groupe 

ESKAPE) dont fait partie E. faecium (Vincent et al. 2009) et qui sont généralement 

résistantes à de nombreuses classes d’antibiotiques. Alors que 70% des patients hospitalisés 

en réanimation reçoivent des antibiotiques (en curatif ou préventif), d’autres molécules 

thérapeutiques sont très largement utilisées comme les catécholamines, les anxiolytiques, les 

analgésiques, les anticoagulants, les antiacides, les curarisants ou encore les antifongiques. Si 

les effets des antibiotiques sur la physiologie bactérienne sont très largement connus et 

documentés dans la littérature, l’impact des molécules a priori non-antibiotiques est peu 

étudié. L’objectif de ce projet a été de déterminer l’influence de différentes molécules non-

antibiotiques très utilisées dans les services de réanimation sur un pathogène nosocomial 

majeur parfaitement adapté au milieu hospitalier, E. faecium. Nous avons donc décidé 

d’étudier l’effet de la norépinéphrine, de la morphine, du midazolam, de l’héparine non 

fractionnée (HNF), du pantoprazole, du paracétamol, de l’atracurium et de la caspofungine sur 

la physiologie de E. faecium d’un point de vue phénotypique mais aussi transcriptomique par 

la méthode RNA-seq (Hrdlickova et al. 2017). (Figure 27). 
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Figure 27. Principe de la technique RNA-seq selon la technologie Illumina®. 

 

Résultats 

 Nous avons utilisé pour l’ensemble de cette étude la souche de référence E. faecium 

Aus0004, souche isolée à partir des hémocultures d’un patient australien en 1998, appartenant 

au complexe clonal CC17 et portant le gène vanB (Lam et al. 2012). Tout d’abord, une étude 
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phénotypique sur la croissance bactérienne en présence des molécules non-antibiotiques 

sélectionnées a été entreprise. Sur les 8 molécules testées à leurs concentrations plasmatiques 

attendues lors de traitement chez l’homme, seule la caspofungine semblait avoir un effet sur la 

croissance de Aus0004 en milieu Trypticase-Soja. A une concentration thérapeutique de 20 

mg/L, la caspofungine inhibait totalement la croissance d’Aus0004. Cette observation a été 

confirmée par des expériences de bactéricidie avec des concentrations importantes de 

caspofungine (à 8 × CMI). 

  Dans le but de pouvoir étudier son effet de façon plus précise, la CMI de la 

caspofungine vis-à-vis d’Aus0004 a été déterminée et toutes les expériences menées avec une 

concentration subinhibitrice (1/4 × CMI). Afin de s’affranchir de l’effet d’un quelconque 

adjuvant contenu dans la forme thérapeutique de la caspofungine (Cancidas®, MSD), nous 

avons renouvelé l’expérience avec du diacétate de caspofungine (forme active seule) mais 

aussi avec une autre molécule de la classe des échinocandines, la micafungine. Là encore, un 

effet important sur la croissance bactérienne a été observé, laissant supposer un impact 

inattendu des antifongiques de la classe des échinocandines sur E. faecium. De façon 

intéressante, nous avons pu aussi observer qu’en présence de caspofungine dans le milieu de 

croissance, les CMI à la vancomycine de la souche Aus0004 augmentaient significativement 

d’un facteur 4 à 6, nous permettant de spéculer sur un impact de la caspofungine au niveau de 

la paroi bactérienne. 

 Afin de confirmer notre hypothèse, nous avons décidé d’analyser la paroi bactérienne 

en présence de caspofungine dans le milieu de croissance tant dans son aspect microscopique 

par des expériences de microscopie électronique mais aussi d’analyser de façon plus fine la 

composition du peptidoglycane par des expériences de chromatographie liquide ultra 

performante couplée à la spectrométrie de masse. Ici encore, les expériences de microscopie 

ont pu nous montrer que la paroi bactérienne semblait impactée par la présence de 
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caspofungine et que la composition du peptidoglycane et en particulier l’abondance de 

certains précurseurs de ce dernier l’était aussi. 

 Afin de déterminer l’impact global de la caspofungine sur le transcriptome de 

Aus0004, une étude de ce dernier par RNA-seq a alors été réalisée en présence/absence de la 

molécule. Les données transcriptomiques nous ont permis de voir qu’environ 20% du génome 

présentait des niveaux de transcription modifiés (FC < -2 / > +2, P-value < 0,05, 323 gènes 

induits et 245 gènes réprimés) et en particulier de nombreux gènes codant pour des protéines 

participant au métabolisme des hydrates de carbone (PTS) mais aussi jouant un rôle dans le 

métabolisme du pyruvate (opéron pdhABCD) ainsi que des gènes impliqués dans le 

métabolisme du glycérol (opéron glpOKF). 

Conclusion 

 Ce travail représente la première étude phénotypique mais aussi transcriptomique de 

l’impact de xénobiotiques a priori non-antibiotiques, largement utilisés en réanimation, sur 

une bactérie particulièrement adapté au milieu hospitalier, E. faecium. Les résultats obtenus 

nous ont permis de décrire pour la première fois que la caspofungine, molécule antifongique 

dont la cible moléculaire n’existe pas chez les procaryotes, avait un impact sur la croissance 

de Aus0004 mais également chez d’autrès espèces à Gram positif comme S. aureus ou E. 

faecalis. Malheureusement, les données obtenues jusqu’ici ne nous permettent pas d’identifier 

une cible bien définie de cette molécule chez E. faecium. 

 Ce travail a fait l’objet d’une communication affichée lors de l’ECCMID 2016 

(Amsterdam) dont le résumé est en annexe 2 et une publication internationale sera soumise 

prochainement dans la revue Antimicrobial Agents and Chemotherapy.  

  

- 133 - 

 



 

 

  

- 134 - 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Publication 3 

 

Impact of caspofungin against Enterococcus faecium: deciphering the 

versatile effect of echinocandins. 

 

Christophe Isnard, Sara B. Hernandez, Fanny Joalland, Didier Goux, François Guérin, 

François Gravey, Michel Auzou, David Enot, Pierrick Meignen, Felipe Cava, Vincent Cattoir 

 

Article en cours de rédaction 

 

 

 

 

 

 

- 135 - 

 



 

 

Impact of caspofungin against Enterococcus faecium: deciphering the 

versatile effect of echinocandins. 

Running title: Impact of caspofungin against Enterococcus faecium 

Christophe Isnarda,b, Sara B. Hernandezc, Fanny Joallanda, Didier Gouxd, François 

Guérina,b, François Graveyb, Michel Auzoub,e, David Enotf,g, Pierrick Meignenh, Felipe 

Cavac, Vincent Cattoir,e,i,j# 

Université de Caen Normandie, EA4655 U2RM (équipe «Antibio-résistance»), Caen, 14033, 

France a; CHU de Caen, Service de Microbiologie, Caen, 14033 France b; Umeå University, 

MIMS - Laboratory for Molecular Infection Medicine Sweden, Department of Molecular 

Biology, Umeå, Sweden c ; Université de Caen Normandie, CMAbio, IBFA SF 4206 ICORE, 

Caen, 14033, France d ; CNR de la Résistance aux Antibiotiques (laboratoire associé 

‘Entérocoques’), Caen, 14033, France e. Institut de Cancérologie Gustave Roussy Cancer 

Campus (GRCC), Villejuif, 94805, France f ; Metabolomics Plateform, Institut Gustave 

Roussy, Villejuif, 94805, France g ; University of Caen Normandie, IUT (department "STID"), 

Lisieux, 14100, France h ; Unité Inserm U1230 - UPRES EA2311, Université de Rennes 1, 

Rennes, 35000 France i ; CHU de Rennes – Hôpital Ponchaillou, Service de Bactériologie-

Hygiène hospitalière, Rennes, 35033 France  j . 

Keywords: E. faecium, ESKAPE, VRE, caspofungin, echinocandins, bactericidal, 

vancomycin resistance, pathogenicity. 

#Corresponding author. Prof. Vincent CATTOIR, Service de Bactériologie-Hygiène 

hospitalière, CHU de Rennes, Hôpital de Ponchaillou, 2 rue Henri Le Guilloux – 35033 

RENNES Cedex Phone: +33 (0) 2 99 28 98 28. Fax: +33 (0) 2 99 28 41 59. E-mail: 

Vincent.CATTOIR@chu-rennes.fr 

- 136 - 

 



 

 

 ABSTRACT  

Enterococcus faecium belongs to the major opportunistic group of bacterial pathogens 

especially with the emergence of the CC17 lineage, which is well-adapted to the hospital 

environment and resistant to multiple antibiotics. As part of the gut microbiota, they must 

cope with numerous stress conditions such as the presence of antimicrobials non-

antimicrobials, especially in patient hospitalized in intensive care units (ICUs). The aim of 

this study was to investigate the impact of the most prescribed xenobiotics in ICUs on fitness, 

pathogenicity and antimicrobial resistance of E. faecium. Several phenotypic analysis was 

processed and we rapidly brought to light that caspofungin, an antifungal agent belonging to 

the echinocandins family, seemed to have an important impact on E. faecium growth. First, 

we confirmed this result by electronic microscopy and a peptidoglycan analysis (UPLC-

MS/MS). We then highlighted that caspofungin, even at subinhibitory concentrations (SICs), 

seemed to have an impact on cell wall organization especially in muropeptides precursors 

abundance. A transcriptomic analysis was also performed by RNA-seq (HiSeq 2500, 

Illumina) using the vanB-positive reference strain E. faecium Aus0004 in the presence or 

absence of caspofungin SIC (8 mg/L i.e., ¼ of the MIC). Transcriptomic analysis showed that 

in the presence of caspofungin SIC, approximatively 20% of the E. faecium genome was 

altered with 55 genes significantly downregulated and 61 genes significantly upregulated. 

Since the fungal target of caspofungin was obvisouly absent in bacteria (i.e., beta-(1,3)-glucan 

synthase), the mechanistic pathway of the caspofungin effect needed to be investigated. 

Regarding the repressed genes, the pdhABCD operon was largely downregulated (fold 

changes -4.3, -9.7, -6.9 and -6.4, respectively). This operon encoded components of the 

pyruvate deshydrogenase multienzyme complex involved in bacterial energetic pathway by 

the citrate cycle. Moreover, it seemed that the glycerol metabolism pathway and in particular 

the glpOKF operon was also significantly downregulated. The dramatic alteration of TCA 
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linked to the decrease of glycerol metabolism seemed to have a drastic impact on bacterial 

cells viability. 

INTRODUCTION 

Infections are one of the major threat for hospitalized patients, even more for patients in 

intensive care units (ICUs). They are responsible for an important increase of morbi-mortality 

rates and a burst of medical costs since approximatively 50% of ICU patients will develop an 

infectious syndrome during their hospitalization and 60% of them will pass away of their 

infectious disease (1). While approximatively 70% of noncardiac ICU patients will receive 

antibiotic molecules for preventive or curative indications during their stay, other molecules 

that are not antimicrobials will be largely used to cure these patients as inotropes, pain killers, 

anxiolytics, anticoagulants, gastrointestinal prophylaxis medications, curares or antifungal 

agents (2). It is well accepted now that adaptation of bacterial pathogens within their host can 

lead to important effects on their overall physiology but this question remains unclear 

concerning non-antibiotic xenobiotics, especially those administered in ICU patients. Several 

reports have been published in the literature concerning the impact of antibiotics on bacterial 

cell physiology, fitness, virulence and resistance, but little is known about the direct influence 

of non-antibiotic molecules on bacterial pathogens. In a previous report, it has been reported 

that xenobiotics shape the quantitative traits of human gut microbiota and affected the 

community gene expression (3). Moreover, it has been demonstrated that non-antibiotic 

therapy seemed to have significant effects upon bacterial cell physiology and virulence. For 

instance, catecholamine administration enhanced the bacterial growth, the biofilm formation 

and survival other traits of P. aeruginosa in vivo and ex vivo models (4). Rise of virulence 

traits in the presence of cathecolamines has been described in other bacterial models such as 

E. coli, S. Typhymurium, S. epidermidis or C. jejuni (5–12). Recently, Babrowski & al. 

described the alteration of P. aeruginosa virulence in the presence of morphine, a major 
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analgesic molecule largely prescribed in ICUs, using a murine intestinal colonization model 

(13). Finally, it has been demonstrated that cathecolamines promote the conjugative transfer 

of genes in enteric bacteria, suggesting a potential dissemination of resistance determinants in 

the microbiota of the gastrointestinal tract (14). In ICUs, patients are commonly colonized or 

infected by a small contingent of multidrug resistant isolates gathered under the acronym 

“ESKAPE bugs” for Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter spp. (1, 15). Initially 

considered as part of the commensal gastrointestinal tract microbiota, E. faecium raised as an 

important issue in therapeutic fields since multidrug resistant isolates emerged worlwide. 

Over the last decades, vancomycin resistant enterococci (VRE) isolates have emerged within 

the E. faecium species, particularly with spread lineage of hospital-adapted isolates belonging 

to the clonal complex CC17 (16–19). It has been described in a recent study comparing 51 E. 

faecium strains that CC17 strains belong to a particular epidemic lineage of hospital-adapted 

strains described as clade A1. This particular clade A1 is genetically distant from the 

community-associated lineage designed as clade B (18). Since few reports have been 

described on xenobiotic impact in Gram-negative bacteria, the impact of xenobiotics and in 

particular, non-antibiotic molecules used for the treatment and/or medical assistance of 

patients in ICUs, against E. faecium isolates remained undocumented. The aim of this study 

was then to describe the influence of the eight most prescribed non-antibiotic molecules in a 

noncardiac ICU on the physiology of E. faecium using the well characterized clinical CC17 

hospital-adapted isolate Aus0004 (20). For that, we first decided to visualize phenotypically 

the impact of non-antibiotic molecules on E. faecium Aus0004 growth. Then, peptidoglycan 

(PG) analysis was performed using 1) Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) 

coupled with tandem Mass Spectrometry (MS/MS) analysis and 2) Scanning and 

Transmission Electronic Microscopy procedures (SEM/TEM). Finally, a transcriptomic 
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approach provided us the opportunity to have a snapshot on physiological consequences 

induced in vitro by xenobiotics present in the growth media. For that, we used the deep 

sequencing-based transcriptome analysis (RNA-seq) to oversee the level of transcripts 

variation in bacterial cells grown in the presence or absence of caspofungin (an antifungal 

agent). Using all those experiments and the data obtained, we uncovered several upheavals in 

the bacterial cell physiology in response to the presence of caspofungin, including an 

important decrease in the abundance of some muropeptides that generates PG deficiency and 

general cell wall abnormalities and a drastic impact on the energetic pathway of the cell.    

 

RESULTS and DISCUSSION 

 Growth kinetics in the presence of eight non-antibiotic molecules. To assess the 

impact of eight non-antibiotic molecules highly prescribed in ICUs (see Material and Methods 

part for details), we decided first to observe their effect on E. faecium Aus0004 growth using 

a Trypticase-Soja broth (TSB) containing their awaiting human therapeutic serum 

concentrations. As shown in Figure. 1A, out of the eight molecules tested, only caspofungin 

seemed to have an important effect on E. faecium growth since a certain decrease of the 

growth rate in the exponential phase was observed with a time gap corresponding to 

approximately 2 hours appeared to reach the mid-log exponential phase compared to the 

growth in TSB alone. Note that in this experiment, a caspofungin concentration of 8 mg/L, 

(corresponding to ¼ of the Aus0004 MIC, referred as TS-CAS8) was used, since no growth 

was observed with the awaiting circulating serum rate. This result rose an important issue 

concerning the impact of caspofungin since no bacterial target was expected.  

 In order to feel free concerning an “adjuvant effect” in the pharmaceutical form of 

Cancidas®, we decided to conduct the same experiment using the caspofungin diacetate salt 
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(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA), the active form of pharmaceutical presentation alone. 

The same effect was fully retrieved with this chemical component (data no shown).  

 To attest if this observation on E. faecium fitness was specific to caspofungin or 

observed with other molecules belonging to the echinocandin family, the experiment was 

conducted using micafungin (Mycamine®, Astellas Pharma, Levallois, France). Again, the 

same effect was observed (Fig. 1B). All these results emphasized that echinocandins seemed 

to have an impact on the bacterial growth of Aus0004. Regarding these results, we decided to 

determine the caspofungin impact on different Gram-positive bacteria such as S. aureus or E. 

faecalis (Fig. 1C) and Gram-negative species such as P. aeruginosa, E. coli and E. cloacae 

complex (Fig. 1D). The growth of all Gram-positive strains was affected in the presence of 

caspofungin (8 mg/L) whereas no differences were observed for the Gram-negative species. 

These findings allowed us to notify the impact of caspofungin on Gram positive bacteria and 

hypothetized that caspofungin might have a common target found in Gramp positive cells. To 

our knowledge, the impact of cathecolamines has been described on growth enhancement of 

different bacteria such as E. coli, Salmonella enterica or S. epidermidis (10, 21, 22). However, 

the negative influence of non-antibiotic molecules on bacterial growth has not been described 

yet. Interestingly, in a previous study conduced with S. aureus strains, caspofungin seemed to 

do not have any impact in bacterial growth (23). In this study, caspofungin was used at an 

important concentration compared as the concentration used in our study and we can 

hypothesize that as described in fungi, caspofungin when used in a certain range of high 

concentrations paradoxically resume growth of significant number of susceptible strains of S. 

aureus (24–26). 

 In vitro mutants with decreased caspofungin susceptibility have been tried to be obtain 

from E. faecium Aus0004 after serial passages on MH agar supplemented with increasing 

concentrations of caspofungin and by the gradient method on agar medium as previously 
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described (27). Unfortunately, no resistant mutant was obtained to allow us to investigate the 

molecular target of caspofungin against E. faecium Aus0004. 

 

 Caspofungin influence on antimicrobial susceptibility and biofilm formation 

capacity of E. faecium Aus0004. Regarding our findings concerning E. faecium Aus0004 

growth defect in the presence of echinocandins, we decided to look forward the effect on 

antimicrobial susceptibility of Aus0004 in the presence of antifungal agents. First, we 

determined MICs of amphotericin B, voriconazole, 5-fluoro-cytosine (5FC) and caspofungin 

against Aus0004 by the broth media dilution (BMD) method and obtained MICs of >1,024 

mg/L, >1,024 mg/L, >1,024 mg/L and 32 mg/L, respectively. Interestingly, Aus0004 seemed 

to be less susceptible to vancomycin by the disk diffusion method when caspofungin was 

added in the Mueller-Hinton (MH) agar medium. This observation was confirmed by 

determining  MICs of vancomycin by Etest ,with an increase of 4-to-6-fold of the MIC when 

caspofungin was added at a concentration of 8 mg/L (Table 1). A rise of daptomycin MIC in 

the presence of caspofungin was also observed (4-fold greater than in MH agar alone). Impact 

of caspofungin on other antibiotics such as penicillins or aminoglycosides could not be 

observed since E. faecium Aus0004 harbored an acquired high resistance level to these 

molecules. None of the other antifungal agent leaded to any change in MICs of antibiotics 

tested (data no showed). To assess the role of the van operon in this increase of vancomycin 

MICs in the presence of caspofungin, the same experiment was performed using 4 vanA- and 

4 vanB-positive strains of E. faecium obtained in our collection and also with 5 vancomycin-

susceptible clinical isolates of E. faecium. Regardless the presence of van operon, we 

observed a moderate increase of vancomycin and daptomycin MICs in the presence of 

caspofungin (Table 1 and Fig. S1). These findings confirmed our hypothesis concerning a 

potential impact of echinocandins against cell wall components in E. faecium Aus0004 
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independently from the van operon. Note that those results were not observed with other 

classes of antifungal agents used in this study (e.g. amphotericin B, 5-fluorocytosine, and 

voriconazole). 

 To ascertain the impact of caspofungin administration in hospital routinely used 

products, MICs of four broadly-consumed antiseptics were determined in the presence of sub-

inhibitory concentrations of caspofungin. No difference in MICs was observed with 

benzalkonium chloride, polyvidone iodine and tetraphenylphosphonium chloride whereas an 

2-to-4-fold increase in chlorhexidine MIC was observed in the presence of 4 mg/L and 8 

mg/L of caspofungin,respectively.  

This is well known that bacterial biofilms pose a significant medical challenge 

because they are difficult to treat using standard therapeutic approaches, given that bacterial 

biofilms are a major barrier to antibiotic effectiveness and are a well-known virulence factor 

especially in hospital adapted, multi-resistant Enterococcus faecium strains [Willems & al. 

Lancet 2001]. In order to characterize the biofilm inhibitory effect of caspofungin in our 

bacterial model as described in fungal experiment (28), we decided to observed the biofilm 

formation of E. faecium Aus0004 (used as slightly biofilm formation strain) and E. faecium 

HM1070∆asrR (a biofilm positive control mutant) (29), in the presence of sub-inhibitory 

concentrations of caspofungin. As retrieved in fungal experimentation, caspofungin 

statistically reduced the biofilm formation of the positive control whereas no difference was 

observed in the negative control strain Aus0004 (Fig. 2). These data substantiated previous 

finding concerning caspofungin impact against bacterial biofilm found in S. aureus (23). 

Interestingly, the authors explained that this biofilm formation shutdown in S. aureus was 

mediated through inhibition of the ica operon by caspofungin and in particular, IcaA, protein 

which shares homology with β-1-3-glucan synthase, the caspofungin fungal target. Herein, the 

protein which shares homology with IcaA (e.g. AUS0004_00389) and also all the ica operon 
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homolog genes seemed to be not impacted by the presence of caspofungin as retrieved in our 

transcriptomic analysis.  

 Highlighting the bactericidal effect of caspofungin against E. faecium. In order to 

confirm our observations concerning the impact of caspofungin on E. faecium growth, we 

decided to characterize the bactericidal effect of the molecule using a time-kill curve 

experiments with different anti-Gram-positive antibiotics as comparators as shown in Figure 

3. Interestingly, we observed a fast and important decrease of the 106 UFC/ml initial inoculum 

(>99.9%) after only 3 hours of incubation, in the presence of caspofungin at a concentration 

corresponding to 8 fold MIC. The bactericidal effect of caspofungin was confirmed during the 

24 hours of the experiment without any regrowth. Note that the same result was obtained in 

approximately 7 hours in the presence of daptomycin, a well characterized bactericidal 

antibiotic, active against Gram-positive bacteria (19, 30). In our experiment, vancomycin 

seemed to have a bacteriostatic effect since the strain Aus0004 carried a vanB gene leading to 

a low level acquired resistance. As expected, linezolid seemed to have a slight effect in E. 

faecium proliferation due to its bacteriostatic activity (31). These unexpected observations 

(since fungal caspofungin target β-1-3 glucan synthase does not exist in prokaryotes) allowed 

us to speculate on a bactericidal effect of caspofungin against Aus0004 and in its potential 

interest as antibacterial agent since biofilm formation was also disrupted as retrieved in 

conventional anti-Gram-positive antibiotics like daptomycin for example (32, 33).  

 Ultrastructural morphology analysis. In order to characterize the impact of the eight 

molecules against cell wall components, and potentially observed a cell morphology 

modification, SEM and TEM experiments were performed using the Aus0004 strain with the 

molecules added in the culture broth until the late-exponential phase (7 hours). Among the 8 

molecules used, SEM experiments revealed that caspofungin was responsible for serious 

morphological abnormalities of the bacterial surface, suggesting a strong effect on bacterial 
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cell wall as shown in Fig. 4A. These data were partially confirmed by the TEM experiments 

that revealed decrease of the cell wall membrane thickness in the presence of caspofungin 

(Fig 4B).  

 Peptidoglycan composition and muropeptides analysis. To confirm our EM results, 

peptidoglycan (PG) precursors analysis of Aus0004 in the presence of a sub-inhibitory 

concentration of caspofungin at different times of growth (exponential phase, exponential-

stationary phase, stationary phase) was accessed by UPLC and muropeptides identification 

was processed by MS/MS analysis. Muropeptides composition analysis of the Aus0004 cells 

grown in TS-CAS8 media highlighted an important and significant decrease of four major 

muropeptides, which are essential intermediates of the PG biosynthesis (34). We showed here 

that the glycan strands, made up by N-acetylglucosamine (GlcNAc) and N-acetylmuramic 

acid (MurNAc) residues linked by β-14 bonds were not impacted by the presence of CAS8 

since the abundance decrease was not observed for every muropeptides entities. Thenceforth, 

we focused on the peptide stem bound to the D-lactoyl residue of MurNAc for which we 

demonstrated that abundance of all the tetrapeptide residues was impacted whatever the 

conformation of the peptide stem (see Fig. 5) with relative abundance decrease comprised 

between approximately 20% and 55% depending the type of muropeptides and the incubation 

time of the cells. This experiment confirmed that caspofungin have an important impact on 

PG composition since a significant decrease of 4 major muropeptides abundance appeared in 

the presence of the molecule, regardless the growth period (Fig 5). Since PG biosynthesis and 

furthermore PG composition seemed to be essential during the cell growth (34), the 

phenomenon observed here in the presence of caspofungin should provide clues concerning 

cells division reduction observed with the kinetic growth experiment and cell lysis 

(bactericidal effect) observed with the time-kill curves experiments. Moreover, this 

observation may be linked with the increase in vancomycin and daptomycin MICs.   

- 145 - 

 



 

 

 Study of the effect of caspofungin on E. faecium Aus0004 using transcriptomic 

analysis by RNA-seq of. The strain E. faecium Aus0004 was also used to investigate 

transcriptomic changes in the presence of caspofungin. This strain genome contains a2.9-Mb 

chromosome and three circular plasmids (20). The chromosome harbors 2,860 coding 

sequences (CDS) including several virulence factors previously described in multi-resistant E. 

faecium strains or a single copy of the well described Tn1549 containing the vanB operon 

conferring vancomycin resistance (35–37). We used a RNA-seq approach to understand the 

impact into pathway regulation generated by growth of Aus0004 in the presence or absence of 

subinhibitory concentration of caspofungin (-Cas or +Cas, respectively) determined at 8 mg/L 

(i.e ¼ the MIC). Total RNA were isolated from the strain Aus0004 grown to the late-

exponential phase, following rRNA depletion. A total of 21,367,260 and 31,769,367 reads 

were obtained for TS broth (-Cas) and TS broth with adjunction of 8 mg/L of caspofungin 

(+Cas) libraries, respectively, corresponding to an average genome coverage from 124X to 

276X, respectively (Table S2). The reproducibility of duplicates was satisfactory (r2, >0.97) 

under both conditions (Fig S3).  

Differences in genes expression in the presence of caspofungin. The expression of each 

annotated gene of Aus0004 in bacterial cells grown under −Cas and +Cas conditions is 

presented as a Circos Plot representation (Fig. 6A) (see also Table S3A in the supplemental 

material). To assess the reliability of RNA-seq in determining the relative abundance of 

individual transcripts in –Cas media and +Cas media, we used the identical total RNA 

samples and determined by reverse transcription-quantitative PCR (qRT-PCR) the mRNA 

levels of five upregulated genes (EFAU004_00822, hupA, sodA, rpmG2, EFAU004_02731) 

and six downregulated genes (dexB, glpK, pdhD, pdhB, EFAU004_01249, EFAU004_02122) 

(Table S4A). Those genes were chosen according to their levels of expression fold changes 

and their putative functions. The ratios of the transcripts from −Cas and +Cas samples 
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determined by RNA-seq and compared to those obtained by qRT-PCR resulted in an excellent 

concordance, with a Pearson correlation value of 0.9597 (Fig. 6B). Therefore, RNA-seq 

appeared to be a reliable method for global transcriptomic analysis in E. faecium under the 

conditions tested in this study. 

The analysis of transcriptomic data obtained by RNA-seq highlighted 568 genes 

(approximatively 20% of the genome) with statistically significantly modified transcription 

levels, with 245 genes showing a decrease and 323 genes an increase of at least 2-fold (i.e., 

log2 >1 and p-value < 0,1) in mRNA amounts when cells grown in the presence of 

caspofungin compared to those grown in the absence of the antifungal agent, respectively 

(Tables S3B and S3C). All the genes presenting modified amounts of mRNA between the two 

conditions were classified into functional categories using the COG classification (38) (Fig. 

7). Among these 568 genes, approximatively 25% coded for proteins of unknown function or 

not found in other species avoiding gene ontology research. In the presence of caspofungin in 

the media, expression of genes encoding for proteins involved in carbohydrate transport or 

metabolism, energy production or conversion, nucleotide transport or metabolism was 

repressed whereas expression of gene coding for proteins involved in transcription, inorganic 

ion transport or metabolism, replication, recombination and repair, inorganic ion transport or 

metabolism and defense mechanisms was upregulated (Tables S3B and S3C). 

Alteration of carbonhydrate transport and metabolism by caspofungin. Out of the 10 

genes most repressed by caspofungin assessed by the RNA-seq analysis, 6 were involved in 

carbonhydrate transport or metabolism and especially several genes coding for 

phosphotransferase systems (PTS), which mediate sugar uptake in bacteria and use as energy 

source (Table S3B). Since ithas been recently demonstrated that certain PTS genes acted as 

regulatory factors promoting adaption of E. faecalis to stressful conditions and potentially 

enhanced the possibility of bacterial survival  (39), we could hypothesized that the severe 
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alteration of PTS transcripts rates played a role in the apparent lethality of E. faecium 

Aus0004 in the presence of caspofungin. Interestingly, several genes involved in glycerol 

metabolism in E. faecium showed a decrease of their transcripts levels. We observed a 

downregulation of the expression of genes composing the glpKOF operon (fold changes, - 

6,2, - 5,1 and - 5,4, respectively) as well as genes composing the dhaKLM operon (fold 

changes, - 4,95, - 4,36 and -5,27, respectively) (Table S3B). It is well assumed now that 

glycerol is an essential precursor for the synthesis of lipids and in many Gram-positive 

bacteria, including enterococci, for the building of lipoteichoic acids (40). Moreover, it has 

been described in a previous review that glycerol metabolism pathways are under regulation 

of PTS system which transcripts levels are largely impacted here (41). There also was a strong 

repression of genes involved in the pyruvate metabolism since all the genes that composed the 

so-called pdhABCD operon coding for three enzymes, pyruvate dehydrogenase (E1), 

dihydrolipoyl acyltransferase (E2) and dihydrolipoamide dehydrogenase (E3) (fold changes, - 

4,3, - 9,7, - 7 and – 6,5, respectively). These enzymes allowed the pyruvate transformation in 

Acetyl-CoA then proceed by a two-step reduction to generate ATP, or directly enters into 

fatty acid biosynthesis (42). Since pyruvate dehydrogenation seemed to be impacted, we 

could hypothesize that in the presence of caspofungin, a lack of ATP is generated. This 

decrease of ATP formation may explain changes in bacterial fitness in the presence of 

caspofungin. All these data pointed out that caspofungin presence induced a stress state that 

modifies the carbonhydrate metabolism and the cross-connected metabolic pathways essential 

for Aus0004 growth. 

Impact of caspofungin on other important genes. When analyzing transcriptomic 

informations, it is important to note that we noted that among the 21 transcriptional regulators 

induced in the presence of caspofungin, the EFAU004_00252 gene presented an important 

upregulation (FC = 4,15) between the two experimental conditions. This gene coded for a 
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protein belonging to the IclR family, a group of transcriptional regulators whose products are 

involved in the glyoxylate shunt in Enterobacteriaceae or multidrug resistance (43) and its 

role in stress response induced by caspofungin will be further investigated. Interestingly, we 

observed cell wall modifications by SEM experiments and an increase of vancomycin or 

daptomycin MICs, suggesting a potential impact of caspofungin in the cell wall biosynthesis 

or in the vanB operon genes modulation. Unfortunately, these observations and hypothesis 

could not be explained or confirmed by transcriptomic analysis since no significant difference 

in expression between the two conditions was observed (fold change of vanB gene, - 2,2 with 

p-value > 0,1). 

MATERIAL AND METHODS 

 Bacterial isolates and growth conditions. Bacterial strains used in this study are 

listed in Supplemental Table S1. The main strain used was the vanB-positive reference strain 

E. faecium Aus0004 of which the complete genome sequence is available (GenBank 

accession number CP003351.1) (20). For growth experiments, E. faecium, S. aureus and E. 

faecalis were cultured without shaking at 35°C in Trypticase-Soja (TS) broth whereas E. coli, 

E. cloacae and P. aeruginosa strains were cultured with shaking (200 rpm) at 35°C in TS 

medium. When required, especially for growth experiments, bacteria were cultured in TS 

broth with adjunction of non-antibiotic molecules mostly prescribed in ICUs as morphine 

(major analgesic), norepinephrine (vasoactive amine), pantoprazole (proton pump inhibitor), 

atracurium (neuromuscular blocking agent), paracetamol (minor analgesic), diazepam 

(benzodiazepine), unfractioned heparin (anticoagulant agent) and caspofungin (antifungal 

agent) (Cancidas®, MSD laboratories, Courbevoie, France) at a concentration corresponding 

to their awaiting circulating blood levels. In front of phenotypical impact of caspofungin, 

different growth experiments were made using a sub-inhibitory concentration corresponding 
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of 1/4 and 1/8 of the MIC found for E. faecium Aus0004. The same conditions were used for 

caspofungin acetate and micafungin experiments. 

For biofilm formation experiments, E. faecium HM1070∆asrR was used as positive control as 

previously described (29). 

 Minimal Inhibition Concentration (MIC) determination. MICs of 5 different 

antifungal agents, e.g. micafungin, 5-fluorocytosine, voriconazole, amphotericin B and 

caspofungin were performed by the broth microdilution method (BMD) in Mueller-Hinton 

broth in three independent experiments. AST of E. faecium AUS0004 was performed 

according to the EUCAST recommendations and in presence of sub-inhibitory concentration 

of caspofungin corresponding to 8 mg.L-1 in a MH agar medium. MICs of 4 antibiotics 

(vancomycin, teicoplanin, daptomycin and ciprofloxacin), and 4 antiseptics (benzalkonium 

chlorure, polyvidone, chlorhexidine and tetraphenylphosphonium chloride) were determined 

against E. faecium Aus0004 in the presence of 8 mg/L of caspofungin using Etest strips 

methods (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) and BMD, respectively.  

 Biofilm formation assay in the presence of caspofungin. Capacity of two strains, 

e.g. AUS0004 and E. faecium HM1070∆asrR (a biofilm positive control mutant) (29) to form 

biofilm in presence of sub-inhibitory concentrations of caspofungin (2, 4 and 8 mg.L-1) was 

evaluated at 24h. Briefly, bacteria that had been grown overnight were inoculated 1∶100 in 10 

ml of TS broth with 0.25% glucose and shared into 96-microwells polystyrene plates (NUNC, 

Denmark). After 24 h of static incubation at 35°C, the plates were washed three times with 

PBS and stained with 1% crystal violet for 30 min. The wells were rinsed with distilled water 

and ethanol-acetone (80∶20, vol/vol). After drying, OD580 was determined using a microplate 

reader (Multiskan Ascent, Thermo Electron Corporation). Each assay was performed in 
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triplicate in at least three independent experiments and statistical comparison of means was 

performed using unpaired t test. 

 Time-kill curves experiments. Time–kill curves were determined for appreciate the 

exponential growth of E. faecium AUS0004 culture in an antibiotic concentration equal to 8× 

the MIC as previously described (44). Briefly, 16 hours overnight cultures were inoculated 

1∶20 in 10 ml of fresh MH broth containing anti-Gram positive antibiotics (vancomycin, 

linezolid, daptomycin) or caspofungin and incubated at 35°C for 24 hours. Bacterial survival 

was checked by CFU counts after 0, 3, 6, 9, and 24 h of incubation in three independent 

experiments by plating the cultures on BHI agar plates. 

 Cell-wall analysis by electronic microscopy. For SEM experiments, E. faecium 

Aus0004 cells were cultured in TS broth with adjunction of the eight most prescribed non 

antibiotic molecules at their awaiting serum concentrations except for caspofungin where a 

concentration of 8 mg.L-1 (1/4 MIC) was used, during 7 hours and then pellet by 

centrifugation, rinsed in PBS and fixed with 2.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer 0.1M 

[pH 7.0] at 4°C during 15h. The cells were rinsed in cacodylate buffer and then sedimented 

during 15 days on Thermanox® coverslip (Thermo Fischer Scientific, Villebon-sur-Yvette, 

France) coated with poly-L-lysine, then dehydrated in progressive baths of ethanol (70-

100%). Bacterial cells were sputtered with platinum and observed with scanning electron 

microscope JEOL 6400F (Jeol, Tokyo, Japan). For TEM experiments, the bacterial strain was 

cultured in the same conditions than SEM experiments, but after PBS rinse, the cells were 

fixed with 2.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer 0.1M [pH 7.0] containing ruthenium red 

(0.4 mg/l) for 15h at 4°C. The cells were then rinsed and post-fixed 1 hour with 1% osmium 

tetroxyde in cacodylate buffer 0.1M [pH 7.0] in presence of ruthenium red (0.4 mg/l) at 4°C 

protected from light. The cells were rinsed, pelleted in 1.5% agar with a low melting point 
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(40°C) and then dehydrated in progressive ethanol baths (70-100%), embedded in resin 

Embed 812 (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) and polymerised 24h at 

60°C. Ultrathin sections were done and contrasted with uranyle acetate and lead citrate. The 

cells were observed with transmission electron microscope JEOL 1011 (Jeol, Tokyo, Japan) 

and images were taken with an ORIUS 200 CCD camera (Gatan France, Evry, France). 

 Determination of peptidoglycan composition and muropeptides analysis by Ultra 

Performance Liquid Chromatography (UPLC) coupled with MS/MS. For the 

peptidoglycan isolation, E. faecium Aus0004 cells were cultured in TS broth with and without 

caspofungin (8 mg.L-1) during 6 hours (exponential phase), 7.5 hours (exponential – 

stationary phase) and 10 hours (stationary phase) and were then pelleted, resuspended in PBS 

and boiled while stirring in 10% SDS for 1 hour. Cell wall samples were then pelleted by 

ultracentrifugation at 65.000 rpm for 10 min and washed with Milli-Q water (Millipore 

Corporation, Billerica, Ma, USA) several times to remove the SDS. After resuspending the 

SDS-free pellets in cold Milli-Q water, walls were broken mechanically by adding to the 

suspension glass beads (diameter, 0.1 to 0.5 mm) and vortex them at 4°C at maximum speed 

for 15 min. Glass beads and the unbroken cells were sedimented leaving the sample at 4°C for 

5 min without shaking. Then broken cells (supernatants) were recovered and transferred to a 

new tube. Vortex of the unbroken cells and glass beads was repeated by adding 1 ml of cold 

Milli-Q water to the sedimented pellets. After recovering again the soluble fraction the sample 

was ultracentrifuged (65.000 rpm, 10 min). The pellet was then resuspended in 100 mM Tris-

HCl (pH 7.5) and α-amylase (Sigma Aldrich, Saint Louis, MI, USA) digestion (100 mg/l final 

concentration) was carried out for 2 h at 37°C. Then MgSO4 (20mM), DNase (10 mg/l) and 

RNase (50 mg/l) were added and samples were incubated for 2 h with shaking at 37°C. 

Afterwards, 10 mM CaCl2 and 100 mg/l trypsin were added, and the sample was incubated for 

18 h with stirring at 37°C. After addition of SDS to a final concentration of 1% (w/v), 
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reactions were heat-inactivated and detergent was removed by washing in Milli-Q water. The 

pellet was resuspended in 8 M LiCl and incubated at 37°C for 15 min. After harvesting, the 

pellet was suspended in 100 mM EDTA (pH 7.0). The pellet was then washed successively 

with water, acetone, and water. After the last step, the pellet was resuspended in water and the 

material obtained was dry by using a SpeedVac equipment (Eppendorf, Hamburg, Germany). 

Dried pellet was resuspended in ice-cold 48% hydrofluoric acid (HF) and stirred for 48 h at 

4°C for removing teichoic acids. The sample was ultracentrifuged at 65.000 rpm, 15 min at 

4°C and then washed twice with ice-cold water. Final pellet was resuspended in water and 

treated with 100 mg/l muramidase for 16 h at 37ºC. Muramidase digestion was stopped by 

boiling and coagulated proteins were removed by 10 min centrifugation at 14,000 rpm. 

Supernatants were reduced by adding 0.5 M sodium borate pH 9.5 and sodium borohydride to 

a final concentration of 10 mg.ml-1 and incubating for 30 min. Finally, samples were adjusted 

to pH 3.5 with phosphoric acid. Then, muropeptides composition was accessed by UPLC 

analysis using an ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 130Å, 1.7 µm, 2.1 mm×150 mm 

(Waters, Milford, MA, USA) and detected at 204 nm. Muropeptides were separated using a 

linear gradient from buffer A (phosphate buffer 50 mM pH 4.35) to buffer B (phosphate 

buffer 50 mM [pH 4.95] methanol 15% (v/v)) in a 40 minutes run. Identity of the 

muropeptides was assigned by MS/MS spectrometry. Three independent experiments were 

carried out for each strain. 

 

 RNA isolation and transcriptomic analysis. E. faecium Aus0004 was cultured (for 

7h at 35°C) to the late-exponential-growth phase on TS broth and in TS broth supplemented 

with sub-inhibitory concentration of caspofungin (8 mg/L) (annoted as +CAS media). Total 

RNA was extracted using the ZR Fungal/Bacterial RNA mini-prep kit (Zymo Research, 

Irvine, CA, USA) in duplicate for each sample. Residual chromosomal DNA was removed by 

- 153 - 

 



 

 

treating samples with the TURBO DNA-free kit (Life Technologies, Saint-Aubin, France). 

DNA-free RNA samples were quantified using the NanoDrop One spectrophotometer 

(Thermo Scientific, Villebon-sur-Yvette, France) and were then depleted from ribosomal 

RNAs (e.g. 23S, 16S, and 5S rRNAs) using the Ribo-Zero rRNA Removal Kit (Gram-

Positive Bacteria) (Illumina-Epicentre, Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s 

instructions. Finally, the samples were washed using the RNA Clean and Concentrator – 5 kit 

(Zymo Research, Irvine, CA, USA). The rRNA depletion efficiency was evaluate by 

analysing the samples using the Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies, Les Ulis, 

France). cDNA libraries were prepared with the strand-specific NEXTflex Rapid Directional 

RNA-Seq Kit (dUTP-based) v2, and sequencing was performed using an Illumina HiSeq 2500 

instrument (Illumina, San Diego, CA, USA) with Run Rapid Single Read of 50 bp 

multiplexing protocol (ProfileXpert-LCMT, Lyon, France). 

For the bioinformatic analysis, reads were mapped against sequence of E. faecium Aus0004 

(GenBank accession numbers CP003351.1) using the CLC Genomics Workbench software 

v7.5 (CLCbio, Qiagen, San Diego, CA, USA). Fold change (FC) values, reads per kilobase 

per million mapped (RPKM) determination, and statistical analysis were performed using the 

CLC Genomics Workbench and DESeq R package as described [Anders Gene biology 2010]. 

Gene expressions were identified using a log2 absolute fold change and value greater than 1 

were considered as induced or repressed, respectively, and statistical significance was 

accepted in case of a P value ≤0.1. Mean expression and log2 FC values for each gene were 

plotted and visualized as a Circos figure. RPKM values of each gene were plotted and 

visualized using the Circos program as previously described (45). RNA-seq validation was 

accessed using qRT-PCR method over 10 unregulated genes (Table S4A and S4B). Total 

RNAs were extracted as described above and residual DNA was removed with the TURBO 

DNA-free kit. cDNA were synthesized from total RNA (approximatively 1 μg) using the 

- 154 - 

 



 

 

QuantiFast reverse transcription kit (Qiagen, San Diego, CA, USA) according to the 

manufacturer’s instructions, and transcript levels were determined by the DeltaDelta Ct 

method using the atpA gene as a housekeeping control gene (Table S4A and S4B and Fig. 

5B). Each experiment was performed in triplicate. 

Accession number(s). Raw and processed data generated in this study have been submitted to 

the Gene Expression Omnibus (GEO) repository at the National Center for Biotechnology 

Informations (NCBI) and are available under accession no. GSE100091. 
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LEGENDS  

Figure 1. A) E. faecium Aus0004 growth during 24 hours in neutral Trypticase-Soja broth 

and with adjunction of 8 non-antibiotic molecules commonly used in ICUs at their awaiting 

clinical concentrations (except for caspofungin used as 8 mg/L equivalent at ¼ MIC, CAS8). 

B) E. faecium Aus0004 growth in TS broth additioning of caspofungin (CAS8) and an other 

echinocandin, Micafungin at a concentration of ¼ MIC (MIC16). C) Growth curves of E. 

faecium Aus0004, Enterococcus faecalis ATCC29212 and Staphylococcus aureus 

ATCC29213 in the presence of sub-inhibitory concentration of caspofungin (8 mg/L). D) 

Growth in Luria-Bertani broth with adjunction of caspofungin (8 mg/L) of Escherichia coli 

ATCC25922, Enterobacter cloacae ATCC13047 and Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. 

Figure 2. Biofilm formation assay in the presence of increasing concentrations of caspofungin 

in E faecium Aus0004 strain (a weak biofilm producer) and E. faecium HM1070∆asrR (a 

positive biofilm former strain). Statistical comparison between caspofungin concentrations 

impact was performed using the unpaired t test. Asterisks represent significant P value from 

comparisons as described on the graphic of *** < 0,0005 and **** < 0,0001.  

Figure 3. Time-kill curves of different anti-Gram-positive antibiotics and caspofungin against 

E. faecium Aus0004 (8 × MIC) in TS broth. 

Figure 4. Cell wall analysis of E. faecium Aus0004 in the presence of caspofungin by 

electronic microscopy A) Scanning electron microscopy images of E. faecium Aus0004 cells 

grown in TS broth (left) or TS broth + caspofungin (right). Magnification × 20,000. B) 

Transmission electron microscopy images of E. faecium Aus0004 cells growth in TS broth 

(left) or TS broth + caspofungin (right). Magnification x 80,000. 

- 162 - 

 



 

 

Figure 5. Muropeptide abondance deduce by mass spectrometry analysis after bacterial 

growth in TS broth with and without caspofungin adjunction (8 mg/L) and different time of 

growth. Exponential phase = 6 hours, Exponential-stationary phase = 7,5 hours and stationary 

phase = 10 hours. 

Figure 6. Transcriptional response of E. faecium Aus0004 grown with caspofungin A) Global 

analysis of transcript levels in E. faecium Aus0004 by RNA-seq. Conditions –Cas and +Cas 

refer to bacterial growth in the absence or presence of caspofungin (8 mg/L), respectively. 

Blue and green circles correspond to the mean expression of each gene (as calculated by 

differential expression sequencing [DESeq] in bacteria grown under –Cas and +Cas 

conditions, respectively. The red line in the gray circle represents the baseline, and the thin 

gray circular lines represent 2 fold-changes (or log2 = 1) in expression of each gene (see Table 

S3A). Outermost circle represents the full E. faecium Aus0004 genome with a ×50 

magnification of the genes for which the expression was confirmed by qRT-PCR. B) 

Validation of RNA-seq results by qRT-PCR of 11 genes. Mean log2 ratios of values 

determined in the qRT-PCR experiments are plotted against the mean log2 ratios of the RNA-

seq experiments. 

Figure 7. Classification in functional categories of 568 E. faecium Aus0004 genes 

significantly induced (n = 323) or repressed (n = 245) in the presence of caspofungin, 

according to the KEGG pathways available at www.kegg.jp.  
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Figure 1. A) E. faecium AUS0004 growth during 24 hours in neutral Trypticase-Soja broth 

and with adjunction of 8 non antibiotic molecules commonly used in Intensive Care Unit at 

their awaiting clinical concentrations (except for caspofungin used as 8 mg.L-1 equivalent at ¼ 

MIC, CAS8). B) E. faecium AUS0004 growth in TS broth additioning of caspofungin (CAS8) 

and an other echinocandin, Micafungin at a concentration of ¼ MIC (MIC16). C) Growth 

curves of E. faecium AUS0004, Enterococcus faecalis ATCC29212 and Staphylococcus 

aureus ATCC29213 in presence of sub-inhibitory concentration of caspofungin. D) Growth in 

Luria-Bertani broth with adjunction of caspofungin (8 mg.L-1) of Escherichia coli 

ATCC25922, Enterobacter cloacae ATCC13047 and Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. 
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Figure 2. Biofilm formation assay in presence of increasing concentration of caspofungin in 

E faecium AUS0004 strain (a weak biofilm producer) and E. faecium HM1070∆asrR (a 

positive biofilm former strain).  
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Figure 3. Time-kill curves of different anti-Gram positive antibiotics and caspofungin against 

E. faecium AUS0004 (MIC x8) in TS broth. 

- 166 - 

 



 

 

 

Figure 4. Cell wall analysis of E. faecium AUS0004 in presence of caspofungin by electronic 

microscopy A) Scanning electron microscopy images of E. faecium AUS0004 B) 

Transmission electron microscopy images of E. faecium AUS0004  

TSB + CAS (8 mg/L) TS Broth  

A) 

B) 

TS Broth  TSB + CAS (8 mg/L) 
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Figure 5. Muropeptide abondance deduce by mass spectrometry analysis after bacterial 

growth in TS broth with and without caspofungin adjunction and different time of growth.  

* p < 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p<0,001 
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Figure 6. Transcriptional response of E. faecium AUS0004 growth with caspofungin A) 

Global analysis of transcript levels in E. faecium AUS0004 by RNA-seq. B) Validation of 

RNA-seq results by qRT-PCR of 11 genes.  

 

 

 

Figure 7. Classification in functional categories of 568 E. faecium AUS0004 genes 

significantly induced (n = 323) or repressed (n = 245) by growth in presence of caspofungin, 

according to the KEGG pathways available in www.kegg.jp.  
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Table 1. Antimicrobial susceptibility testing of E. faecium strains harboring different type of van operon. 

Bacterial strains van operon  MICs (mg/L) 

  Vancomycin Teicoplanin Daptomycin Ciprofloxacin 

Enterococcus faecium  MH CAS8 MH CAS8 MH CAS8 MH CAS8 

UCN103 vanA 24 256 4 4 - - - - 

UCN104 vanA 24 256 2 2 - - - - 

UCN105 vanA 4 24 2 2 - - - - 

          

Aus0004 vanB 4 24 0.5 1 2 8 0.75 1.5 

UCN 106 vanB 12 48 0.75 0.75 - - - - 

UCN 107 vanB 12 64 0.38 0.5 - - - - 

UCN 108 vanB 24 64 0.38 0.5 - - - - 

UCN 109 vanB 48 256 0.25 0.5 - - - - 

UCN 110 - 0.38 1 - - 1.5 3 - - 

UCN 111 - 0.38 1 - - 2 4 - - 

UCN 112 - 0.75 1       

UCN 113 - 0.5 0.75       

UCN 114 - 0,38 0,75   1 3 - - 

a MH : Mueller-Hinton ; b CAS8 : Mueller-Hinton + Caspofungin (8 mg/L) 
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Figure S1. Antimicrobial susceptibility testing of 5 vancomycin-susceptible strains of E. 

faecium against vancomycin (black bars), vancomycin + caspofungin 8 mg/L (CAS8, gray 

bars), daptomycin (light gray bars) and daptomycin + caspofungin 8 mg/L (CAS8, dark gray 

bars). 
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Figure S2. RNA-seq analysis reproductibility for samples grown with and without 

caspofungin. 
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Table S1. Bacterial strains used in this study 

Strains Relevant characteristics and antibiotic resistances a Source 

Enterococcus faecium   

Aus0004 vanB-positive reference strain, Van [Lam & al.] 

HM1070 Clinical strain, Rif, Fus 
[Bozdogan 

1999] 

HM1070∆asrR HM1070 derivative with an in-frame deletion of asrR [Lebreton 2012] 

UCN103 Clinical strain harboring the vanA operon, Van, Tei This study 

UCN104 Clinical strain harboring the vanA operon, Van, Tei This study 

UCN105 Clinical strain harboring the vanA operon, Van, Tei This study 

UCN106 Clinical strain harboring the vanB operon, Van This study 

UCN107 Clinical strain harboring the vanB operon, Van This study 

UCN108 Clinical strain harboring the vanB operon, Van This study 

UCN109 Clinical strain harboring the vanB operon, Van This study 

UCN110 Clinical-susceptible strain  This study 

UCN111 Clinical-susceptible strain This study 

UCN112 Clinical-susceptible strain This study 

UCN113 Clinical-susceptible strain This study 

UCN114 Clinical-susceptible strain This study 

Enterococcus faecalis   

ATCC29212 Wild-type reference strain ATCC29212 used as control ATCC 

Staphylococcus aureus   

ATCC29213 Wild-type reference strain ATCC29213 used as control ATCC 

Escherichia coli   

ATCC25922 Wild-type reference strain ATCC25922 used as control ATCC 

Enterobacter cloacae   

ATCC13147 Wild-type reference strain ATCC13147 used as control ATCC 

Pseudomonas aeruginosa   

ATCC27853 Wild-type reference strain ATCC27853 used as control ATCC 
a Rif, Rifampicin; Fus, Fusidic acid; Van, Vancomycin; Tei, Teicoplanin 
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Table S2. Summary of RNA-seq coverage data 

Parameter -Cas +Cas 

Sample 1 Sample 2 Sample 1 Sample 2 

Total number of reads 14,042,730 7,324,530 15,434,244 16,335,123 

Number of mapped reads 11,392,303 1,268,003 11,557,154 5,799,262 

Percentage of mapped reads (%) 81 17 75 35 

Average size of mapped reads (nt) 50 50 50 50 

Average coverage of the genome (X)a 237 124 261 276 

Number of reads mapped to rRNA genes 24,240 40,535 5,435 1,731 

Percentage of reads mapped to rRNA genes (%) 0,41 0,68 0,09 0,03 

Number of reads mapped to CDSs 2,865,204 2,983,982 3,758,303 3,783,367 

Percentage of reads mapped to CDSs (%) 48 50 63 63 

Average number of reads per CDSb 1002 1043 1314 1323 

a The chromosome size of E. faecium Aus0004 is 2,955,294 bp. 
b The number of predicted chromosomal CDSs is 2,860. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

- 174 - 

 



 

 

 

- 175 - 

 



 

 

 

- 176 - 

 



 

 

 

- 177 - 

 



 

 

 

 

- 178 - 

 



 

 

 

- 179 - 

 



 

 

 

 

- 180 - 

 



 

 

 

- 181 - 

 



 

 

 

 

- 182 - 

 



 

 

 

 

- 183 - 

 



 

 

 

 

- 184 - 

 



 

 

Table S4A. Selected genes used for RNA-seq validation by qRT-PCR experiments 

Gene no. Gene name Product name Gene start Gene end RNA-seq fold change Adjusted P value 

EFAU004_00367 
 

dexB glucan 1,6-alpha-glucosidase 
 

364710 
 

366333 
 

-9,70649 
 

3,20E-27 
 

EFAU004_00377 
 

glpK glycerol kinase 
 

379384 
 

380881 
 

-6,24214 
 

2,36E-37 
 

EFAU004_00822 
 

- hypothetical protein 
 

838159 
 

838312 
 

23,27981 
 

2,90E-02 
 

EFAU004_01091 
 

pdhD Dihydrolipoyl dehydrogenase 
 

1113699 
 

1115106 
 

-6,46491 
 

6,06E-23 
 

EFAU004_01093 pdhB Transketolase 1116781 1117759 -9,74146 9,47E-08 

EFAU004_01205 
 

hupA DNA-binding protein HU 
 

1233614 
 

1233890 
 

5,04031 
 

9,20E-12 
 

EFAU004_01249 
 

- universal stress protein 
 

1283807 
 

1284248 
 

-9,04719 
 

2,93E-62 
 

EFAU004_01348 
 

sodA superoxide dismutase, Mn2+ 
 

1395234 
 

1395843 
 

4,01126 
 

2,41E-20 
 

EFAU004_02122 
 

- L-lactate oxidase 
 

2151833 
 

2152937 
 

-10,48757 
 

3,46E-68 
 

EFAU004_02459 
 

rpmG2 50S ribosomal protein L33 
 

2476344 
 

2476497 
 

8,58134 
 

8,04E-03 
 

EFAU004_02731 
 

- zeta toxin 
 

2792658 
 

2793333 
 

6,64986 
 

1,17E-07 
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Table S4B. Primers used for RNA-seq validation by qRT-PCR experiments 

Gene IDa 
Gene 

name 
Encoding protein Primerb Sequence (5’-3’) 

Up-regulated genes     

EFAU004_01348 sodA 
superoxide dismutase, 

Mn 

sodAqRT-F GATGGGCTTGGCTTGTAATG 

sodAqRT-R TGGTGTCTTTCCTTCCATCA 

EFAU004_01205 hupA DNA-binding protein HU 
hupAqRT-F GCTTTAGCTAACGGCGAAAA 

hupAqRT-R CACCAGTTTGTGGGTTACGA 

EFAU004_02731 - zeta toxin 
2731qRT-F GCTGGAAAATCAGAGGTTGC 

2731qRT-R GGAAACTGGGTGCGAAAGTA 

EFAU004_02459 rpmG2 
50S ribosomal protein 

L33 

rpmqRT-F AAAGCAGCACTCGCTTGTTC 

rpmqRT-R AAACGTTCGCCGCTTTTT 

EFAU004_00822 - hypothetical protein 
0822qRT-F GAATTGCTCCAAGCTATTGGT 

0822qRT-R AAACAATTGCAAATACCGTCAA 

Down-regulated genes     

EFAU004_02122 - L-lactate oxidase 
2122qRT-F AGTAGGCCAAACGATGGATG 

2122qRT-R TGGCAAATCAGAATGAGCAG 

EFAU004_00367 dexB 
glucan 1,6-alpha-

glucosidase 

dexBqRT-F AGACGCCTGAGCATGTCTTT 

dexBqRT-R CGTCTGCTTTTCACTGGACA 

EFAU004_01249 - universal stress protein 
1249qRT-F GCAATTGAAAAAGGCCTGAC 

1249qRT-R CGATTGGTTCTTTCGATTCA 

EFAU004_01091 pdhD 
dihydrolipoyl 

dehydrogenase 

pdhDqRT-F CTACGCGTCATTCATCCAGA 

pdhDqRT-R TCCTGGAATCTCGATTGGAC 

EFAU004_01093 pdhB transketolase 
pdhBqRT-F TTCATTAGAAGCCCCAATCG 

pdhBqRT-R ATCTTTTGCATTTGGCAACC 

EFAU004_00377 glpK glycerol kinase 
glpKqRT-F AGCTGAAAAAGGCGAATTGA 

glpKqRT-R CCGACTGGCATTCGAGTAAT 
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3. Rôle de Enterococcus hirae dans la réponse antitumorale médiée par le 

cyclophosphamide 

3.1.  Publication 4 : Rôle de E. hirae dans les effets immunologiques et anticancéreux 

induits par le cyclophosphamide : vers l’utilisation d’ « oncobiotiques » ? 

Contexte 

 L’oncogénèse résulte de liens complexes qui existent entre la cellule et son 

environnement direct. Les communautés microbiennes présentent au niveau du tractus digestif 

et des différentes autres niches chez l’homme font partie de ces facteurs environnementaux 

qui jouent un rôle dans le processus tumoral au niveau intestinal mais aussi extra-intestinal 

(Zitvogel et al. 2015). De nombreuses études ont démontré le rôle capital du microbiote 

intestinal dans la réponse anticancéreuse grâce à l’utilisation de modèles murins 

gnotobiotiques ou « germ-free ». Des travaux récents menés par Viaud et al. ont démontré que 

l’utilisation du cyclophosphamide (CTX), agent alkylant anticancéreux de la famille des 

moutardes azotés, entraînait une altération du microbiote intestinal, endommageait la barrière 

formée par la muqueuse intestinale et permettait ainsi la translocation de certaines bactéries à 

Gram positif (dont E. hirae) vers les organes lymphoïdes secondaires. Cette translocation, 

entraîne de façon intéressante le développement de sous-populations lymphocytaires 

particulièrement efficaces dans le contrôle tumoral. En effet, il a été démontré que chez des 

souris axéniques ou traitées par antibiotiques à large spectre, l’efficacité anti-tumorale du 

CTX était compromise. Il est désormais clairement établi que les molécules utilisées lors de 

chimiothérapies anticancéreuses altèrent sévèrement la barrière intestinale et créent chez la 

quasi-totalité des patients des phénomènes de mucites. L’administration de certaines 

bactéries, et en particulier E. hirae, qui pourraient ainsi facilement transloquer dans les 

organes lymphoïdes secondaires et induire une réponse immunitaire anti-tumorale serait donc 
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une alternative thérapeutique intéressante. L’identification de ces bactéries capables 

d’influencer l’équilibre hôte-cancer est le fondement de la théorie des oncobiotiques (Viaud et 

al. 2013). 

 Du fait de notre expertise en tant que Centre National de Référence sur les 

entérocoques, nous avons été contacté par l’équipe du Pr. Zitvogel (Institut Gustave Roussy, 

Villejuif) pour entamer une collaboration, afin de caractériser certaines souches de E. hirae. 

Le but de cette collaboration a été de comprendre pourquoi certaines souches de E. hirae 

induisaient une réponse immunitaire particulière chez la souris par une étude phénotypique de 

sensibilité aux antibiotiques et de formation de biofilm, une étude génomique comparative 

entre différentes souches de E. hirae, d’étudier la colonisation de cette espèce en modèle 

Galleria mellonella, de quantifier les populations de E. hirae après gavage oral chez la souris 

par des méthodes moléculaires sur différentes pièces anatomiques du tube digestif murin et 

enfin d’étudier l’impact que pouvait avoir le CTX sur la physiologie de cette bactérie par une 

approche transcriptomique afin d’envisager l’utilisation de cette espèce bactérienne comme 

oncobiotique dans un futur proche. 

Résultats 

 Nous avons tout d’abord étudié par méthode phénotypique les différents profils de 

résistance retrouvés chez 26 souches de E. hirae de notre collection mais aussi de la souche 

isolée des organes lymphoïdes secondaires de souris traitées par CTX fournies par l’équipe du 

Pr. Zitvogel. Ces souches ont été isolées dans divers environnements puisque 12 souches 

étaient d’origine humaine (dont une responsable d’une bactériémie), 8 souches étaient 

d’origine environnementale et 5 souches d’origine animale (souches murines). Toutes ces 

souches n’étaient pas reliées génotypiquement d’après le typage moléculaire effectué par la 

méthode rep-PCR que nous avons employée. La souche de référence CIP 53.48T a également 
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été utilisée comme contrôle.  Nous avons également recherché chez ces souches les différents 

facteurs de virulence décrits chez les deux espèces importantes en clinique que sont E. 

faecalis et E. faecium par une approche moléculaire simple. Aucune des souches testées ne 

présentait de facteur de virulence et les profils de résistance correspondaient bien à la 

résistance générale retrouvée chez les entérocoques. Ces résultats semblent être rassurants 

quant à une potentielle utilisation de cette espèce chez l’homme.  

Nous avons par la suite étudié la formation de biofilm produite par différentes souches et la 

colonisation de ces mêmes souches en modèle Galleria mellonella, modèle déjà utilisé pour 

l’étude de la virulence des entérocoques (Lebreton et al. 2012; Lebreton et al. 2011). Ici 

encore, les souches testées ne présentaient pas de profils particuliers excepté la souche isolée 

à partir des hémocultures d’un patient bactériémique, qui présentait une capacité de formation 

de biofilm plus importante que celle des autres souches ainsi qu’un meilleur pouvoir de 

colonisation. Afin de valider les résultats de colonisation obtenus chez G. mellonella et afin 

d’étudier de façon plus précise la colonisation de l’appareil digestif par E. hirae, nous avons 

par la suite quantifié les bactéries de cette espèce sur différentes pièces anatomiques du tube 

digestif murin après gavage oral, par PCR quantitative. Les résultats obtenus nous ont permis 

de conclure que E. hirae colonisait plus favorablement le jéjunum et le colon de la souris 

expliquant en partie le phénomène de translocation observé lors du traitement par CTX. 

 Au cours de ce travail il a été montré que la présence de E. hirae au sein d’organes 

lymphoïdes secondaires augmentait la synthèse de lymphocytes T effecteurs permettant de 

moduler la réponse immunologique anti-tumorale. Afin de comprendre quel élément bactérien 

était impliqué dans cette réaction, une étude génomique comparative a été démarrée. Pour ce 

faire, nous avons extrait l’ADN génomique de 5 souches de E. hirae (une souche isolée dans  

les organes lymphoïdes secondaires murins post-traitement par CTX, une souche humaine 

isolée à partir d’hémocultures, une souche isolée des fécès de souris, une souche 
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environnementale et la souche de référence CIP53.48T) et séquencé ces derniers par la 

méthode Pacific Biosciences (PacBio®, GATC, Allemagne) nous permettant ainsi d’obtenir 2 

à 5 contigs par souche. En parallèle, une étude transcriptomique en présence de mafosfamide, 

dérivé actif du CTX, a également été menée sur la souche isolée des organes lymphoïdes 

murins et sur la souche de référence CIP53.48T. Les résultats actuellement en cours d’analyse 

nous ont cependant permis de monter qu’il existait une différence dans l’expression des 

trancrits entre les différentes conditions testées mais également entre les deux souches de 

bactéries, en particulier dans le métabolisme des sucres, les systèmes de transports (type PTS) 

et également dans la synthèse nucléotidique. Cependant le système précis impliqué dans la 

réponse anti-tumorale n’est pour l’instant pas encore identifié. 

Conclusion 

 Lors de ce travail, l’équipe du Pr. Zitvogel a pu démontrer que l’administration de E. 

hirae avant chimiothérapie permettait d’obtenir un bénéfice important sur la diminution de 

taille de tumeurs traitées par CTX, laissant présager d’un intérêt certain de cette espèce 

bactérienne comme probiotique anti-cancéreux (Figure 28). 
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Figure 28. Influence de gavages itératifs d’OMB sur la croissance tumorale après traitement par CTX 

(Daillère et al. 2016). 

 

 Ce travail a fait l’objet d’une publication internationale dans la revue Immunity (2016) 
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IV. CONCLUSIONS 
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 Il est désormais clairement établi que les infections font partie des principales menaces 

pour les patients hospitalisés. L’avènement des antibiotiques et des protocoles 

d’antibiothérapie ont permis d’augmenter de façon significative la survie des malades et 

permettent d’améliorer les conditions de santé de la population générale. Les bactéries 

appartenant au genre Enterococcus sp. semblent être à l’interface de nombreuses 

problématiques cliniques. En plus de leur rôle symbiotique au sein des microbiotes et en 

particulier du microbiote intestinal, ces micro-organismes sont comme précédemment décrit, 

responsables d’infections acquises en ville mais surtout à l’hôpital. Plus récemment, ce 

microbiote a été décrit comme pouvant être un détermiant essentiel dans la réponse 

immunitaire anti-tumorale. L’une des principales problématiques actuelles est liée à 

l’utilisation non-contrôlée des antibiotiques responsable de l’apparition de dysbiose s des 

microbiotes et d’une augmentation quasi continue des taux de résistanceEn effet, en raison 

d’une utilisation massive de ces derniers, les bactéries ont dû s’adapter et développer des 

mécanismes spécifiques leur permettant de survivre à cette forte pression de sélection. Depuis 

le milieu des années 1980 et le début des années 1990, la multi-résistance bactérienne est 

devenue un problème majeur avec l’apparition de souches de de SARM et de S. aureus de 

sensibilité réduite aux glycopeptides (GISA-VISA), de souches d’entérobactéries résistantes 

aux céphalosporines de 3ème géénration puis aux carbapénèmes, ou encore l’émergence de 

souches d’ERG. Du fait de cette multi-résistance aux antimicrobiens, les alternatives 

thérapeutiques envisageables pour traiter les patients se sont amenuisées de façon drastique 

malgré une pharmacopée riche en molécules de diverses classes antibiotiques. Afin de palier à 

ce problème, de nouvelles classes d’antibiotiques ont vu le jour dès le début des années 1990 

et de nombreuses études ont été et continuent d’être menées afin d’étudier au mieux les 

mécanismes de résistance développés par les bactéries. Cependant, les patients hospitalisés, et 

en particulier les patients admis dans des services de réanimation reçoivent une pléiade 
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d’autres molécules a priori non-antibiotiques. L’impact de ces molécules thérapeutiques sur 

la physiologie bactérienne, et en particulier sur E. faecium, est actuellement inconnu mais 

semble être une information intéressante pour comprendre un peu mieux les mécanismes 

adaptatifs utilisés par la bactérie. Enfin, il semblerait que les bactéries qui composent le 

microbiote humain jouent un rôle non négligeable dans la modulation du processus 

inflammatoire. Cette constatation a amené à s’intéresser à l’utilisation de bactéries, et plus 

particulièrement de E. hirae, comme traitement adjuvant dans la thérapeutique anti-tumorale, 

sous la forme d’oncobiotiques. C’est dans ce contexte, que les différents aspects de ce travail 

de thèse ont été conduits. Comment un genre bactérien connu pour être principalement un 

pathogène opportuniste, peut voir une de ses espèces utilisées comme probiotique.   

Apparition de nouvelles résistances chez E. faecium 

 Quinupristine-dalfopristine 

 La quinupristine-dalfopristine (Q-D) est une molécule peu connue en France car 

n’ayant plus d’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM), son utilisation en clinique est 

restée marginale. Cependant, plusieurs pays européens ainsi que les Etats-Unis l’utilisent lors 

d’échecs thérapeutiques dans le traitement des infections à bactéries à Gram positif multi-

résistantes, comme les ERV (Dowzicky et al. 2000). La résistance à cette molécule est le plus 

souvent médiée par l’acquisition horizontale d’un gène de la famille erm codant pour une 

méthylase qui va entraîner une modification de la cible ribosomale et de ce fait masquer une 

des positions d’ancrage de la molécule sur le ribosome (A2058) mais aussi par l’acquisition 

de différentes enzymes hydrolysant une des deux molécules composant la synergistine, 

comme vat(A), vat(B), ou Vgb. Ici, nous avons pu démontrer que sous pression de sélection 

d’un antibiotique de la famille des MLSP, des mutants résistants pouvaient apparaître. Cette 

résistance est due à l’apparition d’une mutation au sein d’un gène codant pour une protéine 
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ABC de type II. Cette mutation, stable dans le temps, permet à la bactérie de développer un 

phénotype de résistance particulier dit LSAP. Ce travail nous a permis de décrire pour la 

première fois une mutation génique responsable de l’apparition du phénotype LSAP chez E. 

faecium, alors que ce phénotype avait déjà été rapporté chez E. faecalis, S. agalactiae, S. 

sciuri et S. aureus. 

 Tigécycline 

 Tout comme la Q-D, la tigécycline est apparue à la fin des années 1990 afin de palier à 

l’utilisation de bi ou trithérapies lors de traitements empiriques en particulier, du fait de son 

très large spectre d’action. En effet, cette molécule de la famille des glycylcyclines présente 

l’avantage d’être active sur de très nombreuses bactéries à Gram négatif, dont les 

entérobactéries porteuses d’une β-lactamase à spectre étendu (BLSE), mais aussi contre les 

bactéries à Gram positif multi-résistantes comme les SARM, les pneumocoques de sensibilité 

diminuée aux pénicillines (PSDP) mais aussi les ERV. 

 Jusqu’à maintenant, très peu de cas d’échecs thérapeutiques avaient été rapportés chez 

les bactéries du genre Enterococcus (Fiedler et al. 2016; Werner et al. 2008). De ce fait, le 

mécanisme de résistance à cette molécule chez E. faecium n’avait pas été décrit. Nous avons 

dans ce travail pu obtenir différents mutants de sensibilité diminuée tant in vitro qu’in vivo et 

grâce à l’apport des nouvelles approches moléculaires comme le NGS, nous avons pu 

identifier une mutation dans un gène codant pour la protéine S10, composant majeur de la 

cible de la tigécycline, la SU30S du ribosome. Ce travail a permis de décrire pour la première 

fois une mutation responsable de l’apparition d’un phénotype de résistance à la tigécycline, 

même si d’autres travaux ont depuis décrit d’autres déterminants dans la résistance aux 

glycylcyclines comme la surexpression de pompes d’efflux codées par les gènes tet(L) et 

tet(M) chez E. faecium (Fiedler et al. 2016). La diminution de sensibilité à la tigécycline liée à 
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l’apparition d’une mutation au sein du gène codant pour la protéine S10 a également été 

rapportée chez d’autres espèces bactériennes (Gram positives et Gram négatives) mettant en 

évidence un nouveau mécanisme général de résistance au glycylcyclines (Beabout et al. 

2015). 

 

Impact des xénobiotiques sur la physiologie et le fitness chez E. faecium 

Les xénobiotiques, qu’ils soient curatifs (antibiotiques, médicaments), toxiques, 

environnementaux ou de toute autre nature semblent impacter de façon importante la diversité 

bactérienne des différents microbiotes (Maurice et al. 2013). Les patients hospitalisés dans les 

unités de soins intensifs sont plus que les autres soumis à cette pression ainsi que leurs 

microbiotes. Nous avons étudié l’impact de différentes molécules médicamenteuses sur la 

physiologie de E. faecium, bactérie pathogène opportuniste et nosocomiale, fortement adaptée 

à l’environnement hospitalier. Contrairement à de nombreuses études qui démontraient 

l’impact des catécholamines sur différentes espèces bactériennes (Freestone et al. 2012; Lyte 

et al. 2003), nous n’avons pas pu mettre en évidence d’effet sur la croissance ou 

l’antibiorésistance de ces molécules sur E. faecium. Nous avons pu cependant montrer un 

impact d’une molécule antifongique, la caspofungine, dont la cible eucaryote n’est pas 

retrouvée chez la bactérie. Cependant, l’effet sur le biofilm de S. aureus, de cette molécule en 

association avec la ciprofloxacine avait déjà fait l’objet d’un travail (Siala et al. 2016), mais 

l’impact de la molécule seule n’avait jusqu’à présent jamais été rapporté chez une bactérie. 

Nous avons donc démontré par différentes approches tant phénotypiques que 

transcriptomiques, l’influence que pouvait avoir la caspofungine, xénobiotique a priori non-

antibiotique sur la physiologie de E. faecium.  
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Les résultats de ce travail semblent avoir une importance dans la prise en charge des 

patients en réanimation car un certain pourcentage d’entre eux recevra cette molécule qui 

semble entraîner des modifications importantes sur le fitness de E. faecium et en particulier au 

niveau du métabolisme énergétique de la bactérie. Cependant, la diminution quantitative de 

certains précurseurs muropeptidiques du peptidoglycane reste à élucider afin de comprendre 

comment la caspofungine impacte sur ces derniers et sur la conformation générale de la paroi 

chez E. faecium. L’étude de l’impact de la caspofungine devrait être également étendue à 

d’autres espèces bactériennes d’intérêt clinique comme Staphylococcus aureus ou d’autres 

espèces à Gram positif retrouvées plus particulièrement au niveau du tractus intestinal 

humain, dans un futur proche. 

 

E. hirae et son utilisation comme oncobiotique 

 Le travail que nous avons effectué en collaboration avec l’unité INSERM U1015 du 

Pr. Zitvogel a permis de mettre en évidence l’importance de E. hirae dans la modulation de la 

réponse immunologique anti-cancéreuse médiée par le CTX en modèle murin. Cette espèce 

d’entérocoque, peu retrouvée en pathologie humaine, non virulente et peu propice à l’antibio-

résistance semble être un candidat intéressant pour une utilisation comme probiotique 

anticancéreux. La réponse immunologique induite par la translocation de cette bactérie au 

niveau des organes lymphoïdes secondaires a été ici clairement démontrée, cependant le 

mécanisme par lequel cette immunomodulation intervient est encore actuellement inconnu et 

reste donc à élucider par de nouvelles approches rendues possibles par les avancées 

technologiques en biologie moléculaire. L’impact du microbiote sur l’efficacité des 

thérapeutiques anti-cancéreuses commence à être documenté dans la littérature scientifique 

mais de nombreux travaux restent en cours ou à venir concernant la transposition de ces 
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résultats en modèle murin vers des traitements chez l’homme. Dans le travail présenté ici, il a 

été démontré, que les patients présentant un cancer en échec thérapeutique post traitement par 

sel de platine et qui recevaient un protocole de « vaccination immunologique » à base d’INF-γ 

obtenu à partir de cellules mononuclées périphériques stimulés par des antigènes de E. hirae 

présentaient une bonne réponse au traitement par CTX avec un taux de survie sans 

progression intéressant comparativement à d’autres espèces bactériennes. En conclusion, nous 

pouvons penser que l’utilisation du microbiote intestinal deviendra à terme une option 

thérapeutique non négligeable comme c’est déjà le cas chez les patients souffrants 

d’infections répétées à Clostridium difficile (van Nood et al. 2013). 
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V. PERSPECTIVES 
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1. Résistance et phénotype LSAP 

La mutation responsable de l’apparition du phénotype de résistance de type LSAP chez E. 

faecium se situe dans un gène codant pour une protéine ABC de type II. Cette donnée vient 

confirmer le rôle des protéines ABC de type II appartenant au sous-groupe dit des ARE dans 

l’antibio-résistance et plus particulièrement dans la résistance aux MLSP. Cependant, le 

mécanisme biochimique et physiologique expliquant cette résistance reste non élucidé malgré 

quelques hypothèses formulées dans la littérature comme l’utilisation d’une autre protéine 

membranaire d’export par un mécanisme de by-pass ou par un mécanisme de protection 

ribosomale au niveau de l’ARN23S (Kerr et al. 2005).  

Afin de répondre à cette question un mutant délété isogénique de la souche mutée a été 

créé et une étude transcriptomique (par RNA-seq) a été initiée entre la souche sensible aux 

MLSP HM1070, la souche possédant le variant muté du gène eat(A) et son mutant délété. 

Malheureusement, aucune modification significative des transcriptomes n’a été mise en 

évidence et donc aucun partenaire n’a pu être identifié par cette approche. Une nouvelle 

analyse transcriptomique en présence de concentrations sub-inhibitrices de clindamycine 

pourrait potentiellement nous permettre d’obtenir quelques gènes candidats.  

Nous avons également effectué des travaux d’immuno-gold labelling afin de déterminer si 

la protéine d’intérêt Eat(A) était une protéine cytosolique ou membranaire. Pour ce faire nous 

avons synthétisé des anticorps de lapins dirigés contre une partie du peptide d’intérêt, et nous 

avons fixé ces derniers par des anti-anticorps marqué par une bille d’or, viualisable par 

microscopie électronique. Les résultats obtenus nous permettent de conclure que la protéine 

Eat(A) serait une protéine plutôt membranaire. 

Les protéines ABC de type II ne possèdent pas de domaine transmembranaire et ne 

peuvent pas de ce fait être considérées comme des protéines de transport. Cependant, bon 
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nombre d’entre-elles participent à l’apparition d’une résistance aux antibiotiques de la famille 

des MLSP qui ont pour cible le ribosome bactérien. Cette constatation nous oriente donc vers 

une interaction potentielle entre ces ABC protéines et des protéines ribosomales. Afin de 

confirmer cette hypothèse, des travaux portant sur le ribosome devront être menés avec les 

différentes souches de l’étude mais aussi le mutant KO isogénique construit. Enfin une 

approche biochimique est en cours afin d’étudier l’hypothèse de la protection ribosomale 

grâce à une collaboration avec l’équipe du Pr. Reynald Gillet (IGDR, Rennes).  

 

2. Résistance à la tigécycline 

La résistance à la tigécycline semble être en partie médiée par la mutation du gène rpsJ 

puisque dans notre étude, 4 souches sur les 5 ayant une sensibilité diminuée à cette molécule 

possédaient une mutation au sein de ce gène codant pour la protéine ribosomale S10, 

composant de la SU 30S du ribosome. Il est clairement établi que la protéine S10 possède une 

activité de « moonlight protein » et interagit avec la protéine NusB ayant un rôle dans la 

transcription. Nous avons essayé de construire un mutant délété du gène rpsJ afin de 

confirmer nos résultats obtenus mais malheureusement sans succès, du fait du caractère 

vraissemblablement essentiel de cette protéine chez E. faecium. Nous avons toutefois 

construit un mutant du gène codant pour la protéine nusB afin de voir si cette protéine jouait 

un rôle dans l’expression phénotypique de la résistance à la tigécycline. Malheureusement, 

aucune modification du phénotype n’a été observée.  
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3. Impact des xénobiotiques non antibiotiques sur E. faecium 

Ce travail représente la première étude de l’impact de molécules non-antibiotiques 

largement utilisées en médecine humaine sur la physiologie de E. faecium. Nos résultats ont 

montré l’impact important de la caspofungine sur la croissance et la paroi bactérienne, mais 

aussi sur son niveau de résistance à la vancomycine. De plus, la caspofungine, qui ne possède 

pas de cible clairement établie chez la bactérie, semble avoir une activité bactériostatique à 

faibles doses et bactéricide à fortes doses. Les données transcriptomiques obtenues ne nous 

ont pas permis d’identifierun gène candidat correspondant à une cible de cet antifungique 

chez E. faecium, mais unnombres important de gènes impliqués dans le métabolisme 

énergétique de la bactérie sont impactés en présence de caspofungine. Des mutants délétés 

isogéniques de gènes impliqués dans le métabolisme ou l’utilisation et le transport des 

carbonhydrates, comme les gènes composant l’opéron pdhABCD ou encore les gènes formant 

l’opéron glpKOF,devront être réalisés. De plus, nos résultats ont montré que la caspofungine 

influait sur l’architecture du peptidoglycane et sur sa composition en muropeptides. Là 

encore, des travaux devront être menés afin de comprendre le mécanisme responsable de la 

diminution significative de certains muropeptides et précurseurs du peptidoglycane. Enfin, ces 

résultats nous encouragent à chercher d’autres xénobiotiques responsables d’effets sur E. 

faecium mais également de réfléchir à l’impact de ces mêmes molécules sur une population 

plus large comme le microbiote intestinal grâce à l’utilisation d’outils comme la 

métagénomique ou la métatranscriptomique. 

4. Utilisation de E. hirae comme oncobiotique 

L’effet de E. hirae sur l’immunomodulation anti-tumorale médiée par le CTX a 

clairement été établi dans ce travail. Cependant, de nombreux aspects restent à établir. Dans 

un premier temps, les résultats du transcriptome de E. hirae en présence de mafosfamide 
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devront être exploités afin de conclure quant à l’impact direct que cette molécule non 

antibiotique pourrait avoir sur la physiologie bactérienne. Les premiers résultats obtenus 

montrent qu’environ 6% du génome de la souche E. hirae 13144 (souche immunogène 

murine) est impacté lorsque du CTX (25 mg/L) est ajouté au milieu de culture. Les travaux de 

génomique comparative entre les 5 souches de E. hirae devront également être poursuivis afin 

que cette analyse nous permette de distinguer les raisons qui expliqueraient l’immunogénicité 

de certaines souches en comparaison à d’autres. Les premiers résultats obtenus montrent ici 

que la souche immunogène E. hirae 13144 possède 78 gènes qui codent pour des protéines 

qui lui sont propres. Parmi ces dernières, on peu noter la présence de nombreuses protéines 

phagiques, de divers systèmes toxine-antitoxine et d’une uréase. De plus, grâce à cette étude 

comparative, nous avons pu mettre en évidence que la souche 13144 était phylogénétiquement 

proche d’une autre souche utilisée dans notre étude, elle-même isolée des fécès de souris, la 

souche 13889 (Figure 29).  

La suite de ce travail se fera en étroite collaboration avec l’équipe du Pr. Zitvogel. 

 

Figure 29. Représentation phylogénique des 5 souches étudiées en fonction de la présence/absence de 

protéines non conservées. 
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Background: Patients in intensive care units (ICUs) are commonly colonized or infected by multidrug-

resistant bacteria, such as Enterococcus faecium. Besides antibiotics, almost all of them routinely 

receive non-antibacterial medications. Whereas these molecules may have significant effects on 

bacterial physiology, data in the literature are very limited. The aim of this study was then to 

investigate the impact of different molecules commonly used in ICU patients on E. faecium. 

 

Methods: The vanB-positive reference strain E. faecium Aus0004 was studied for all experiments. 

Eight drugs were tested: norepinephrine (catecholamine), morphine (opioid analgesic), paracetamol 

(minor analgesic), midazolam (benzodiazepine), unfractionated heparin (anticoagulant), omeprazole 

(proton-pump inhibitor), caspofungin [CAS] (antifungal) and atracurium (curare). The effect of each 

molecule was individually evaluated in vitro by comparative growth kinetics using standard 

pharmacological concentrations. The impact of CAS (8 mg/L) was deeply characterized using global 

transcriptomic analysis by RNA-Seq (HiSeq 2500) in duplicates. Genes with an expression fold-

change (Log2) >2 and <-2 were considered as up- and down-regulated, respectively, with a statistical 

significance if P <0.05.  Bacterial cell wall was studied by scanning and transmission electron 

microscopy (EM) while analysis of peptidoglycan was performed using Ultra-Performance Liquid 

Chromatography. MICs of CAS was determined on Mueller-Hinton (MH) agar using E-test strips as 

well as those of different antibiotics on MH agar supplemented or not with CAS (8 mg/L). The in vitro 

selection of mutants with CAS decreased susceptibility was attempted using the Szybalski method 

during a 3-month period.  

 

Results: Out of the 8 molecules tested, only CAS had a significant effect on growth kinetics of E. 

faecium Aus0004, corresponding to a bacteriostatic activity with a MIC at 32 mg/L. EM experiments 

revealed that CAS was responsible for serious morphological abnormalities of the bacterial surface, 

suggesting a strong effect on bacterial cell wall. These results were confirmed by analysis of the 

peptidoglycan composition that showed a significant decrease of major muropeptide precursors in the 

presence of CAS. RNA-seq data analysis showed that the expression of 116 genes (ca. 4% of the 

genome) was significantly altered in the presence of CAS (61 up- and 55 down-regulated), including 

genes involved in general metabolism (particularly carbohydrate or pyruvate pathways), oxidative 

stress response (sodA) or cytosolic peptidoglycan formation (murA2). Interestingly, there was a 

significant increase (4-to-6 fold) of MICs of vancomycin (but not that of teicoplanin), daptomycin, 
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levofloxacin and ciprofloxacin whereas the expression of vanB was unchanged. No resistant mutants 

have been obtained in vitro, and it was not possible to identify the bacterial molecular target. 

  

Conclusions: Caspofungin is one of the most important antifungal drug used in ICU patients. This 

unexpected antibacterial effect emphasizes the potential impact of these drugs (even at sub-inhibitory 

concentrations) on E. faecium opportunistic traits, especially its antimicrobial resistance. 

 

Keywords: Caspofungin, Echinocandins, E. faecium  
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RESUME / ABSTRACT 

 

Enterococcus spp. : entre pathogènes opportunistes et probiotiques 

Les entérocoques, sont des bactéries commensales du tube digestif de l’homme et des animaux, mais certaines 
espèces, comme Enterococcus faecium, sont aussi des pathogènes opportunistes majeurs souvent multi-résistants 
aux antibiotiques. Nous avons étudié l’impact de molécules non antibiotiques utilisées dans les unités de soins 
intensifs, sur la virulence et la résistance d’une souche clinique de E. faecium par une approche microscopique, 
une analyse du peptidoglycane et une analyse trancriptomique. Ce travail nous a permis de décrire l’effet 
antibactérien de la caspofungine, molécule antifongique. Nous avons également étudié deux nouveaux 
mécanismes de résistance chez E. faecium i) la résistance aux lincosamides, streptogramines A et 
pleuromutilines (phénotype LSAP) par la mutation ponctuelle d’un gène codant pour une protéine ABC de type 
II. ii) la diminution de sensibilité à la tigécycline due à l’apparition de mutations au sein du gène rpsJ codant 
pour la protéine ribosomale S10 jouant un rôle dans la formation de la sous-unité 30S du ribosome. Enfin, nous 
avons participé à une étude sur Enterococcus hirae, espèce qui induirait la production de sous-populations de 
lymphocytes T permettant d’augmenter l’efficacité in vivo du cyclophosphamide (CTX) dans le traitement de 
tumeurs chez la souris. Une caractérisation des facteurs de virulence, de la résistance aux antibiotiques et du 
pouvoir de colonisation d’une collection de souches d’E. hirae a été menée, de même qu’une étude 
transcriptomique en présence de CTX et une étude de génomique comparative, afin de caractériser cette espèce 
dans l’optique de son utilisation comme oncobiotique. 

Mots clés. E. faecium ; résistance aux antibiotiques ; caspofungine ; E. hirae ; réponse immunitaire ; 

cyclophosphamide ; oncobiotique 

 

Enterococcus spp. : from opportunistic pathogens to probiotics 

Enterococci are commensal bacteria of the human and animal gastrointestinal tract, but some species as 
Enterococcus faecium, are also major opportunistic pathogens often multiply resistant to antibiotics. We studied 
the impact of non-antibiotic molecules widely used in intensive care units on fitness, virulence and resistance of 
a clinical isolate of E. faecium belonging to CC17 by a microscopic approach, a peptidoglycan analysis and a 
trancriptomic analysis. This work allowed us to demonstratethe antimicrobial effect of caspofungin, molecule 
known for its antifungal activity. We also characterized two novel resistance mechanisms found in E. faecium: i) 
resistance to lincosamides, streptogramines A and pleuromutilins (LSAP phenotype) linked to a point mutation in 
a gene encoding for a type-II ABC protein. ii) decreased susceptibility to tigecycline due to  the occurrence of 
mutations within the rpsJ gene encoding the S10 ribosomal protein that plays a role in 30S ribosomal subunit 
formation. Finally, we participated to a study concerning Enterococcus hirae, species that induces the production 
of sub-populations of T lymphocytes that increase the in vivo efficacy of cyclophosphamide (CTX) in the 
treatment of murine tumors. A characterization of the virulence factors, antibiotic resistance profiles and 
colonization capacities of a collection of E. hirae isolates was carried out. A transcriptomic study in the presence 
of CTX and a comparative genomic study were also done, in order to characterize this species in view of its use 
as an oncobiotic. 

Keywords. E. faecium; antibiotic resistance; caspofungin; E. hirae; immune response; cyclophosphamide; 

oncobtic 
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