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�����‰�µ�]�•�� �o�[���v�š�]�‹�µ�]�š� �U��la théorie de la génération spontanée développée par Aristote 

prédominait. Cette théorie voulait que de la matière inerte pouvait spontanément donner 

�v���]�•�•���v������ ���� �µ�v�� �}�Œ�P���v�]�•�u���� �À�]�À���v�š�X�� ���À���v�š�� �o�[���‰�‰���Œ�]�š�]�}�v�� �����•�� �‰�Œ���u�]���Œ�•�� �u�]���Œ�}�•���}�‰���•�U�� �o�[���Æ�]�•�š���v������

���[�!�š�Œ���•���À�]�À���v�š�•���]�v�À�]�•�]���o���•�������o�[�ˆ�]�o���v�µ��� �š���]�š���‰���µ���•�}�µ�‰���}�v�v� ���X���D���o�P�Œ� ���o�[�}���•���Œ�À���š�]�}�v�������•���‰�Œ���u�]���Œ�•��

microorganismes au microscope, la théorie de la génération spontanée fut encore soutenue 

pendant longtemps. �>�[������� ���>���Ì�Ì���Œ�}���^�‰���o�o���v�Ì���v�]���~�í�ó�î�õ-�í�ó�õ�õ�•���(�µ�š���o�[�µ�v�������•���‰�Œ���u�]���Œ�•���•���À���v�š�•������

remettre en cause expérimentalement cette théorie. 

 

 �W�Œ���•�� ���[�µ�v�� �•�]�����o���� �‰�o�µ�•�� �š���Œ���U�� �Z�}�����Œ�š�� �<�}���Z (1843-1910)�U�� �o�[�µ�v�� �����•�� �(�}�v�����š���µ�Œ�•�� ������ �o����

bactériologie, énonça les postulats de Koch qui sont, selon lui, nécessaires pour établir un 

lien entre une maladie et un microorganisme. Ce lien doit être soutenu par le fait que le 

microorganisme doit être présent dans tous les organismes malades et absent des 

�}�Œ�P���v�]�•�u���•���•���]�v�•�U���‹�µ�[�]�o doit être cultivé en culture pure à l'extérieur des organismes malades, 

�‹�µ�[�µn organisme sain inoculé avec cette culture pure doit développer la maladie avec tous 

ses symptômes et enfin que le microorganisme isolé de cet organisme doit être identique à 

celui précédemment isolé.��

 

Soutenu par des travau�Æ�����[���µ�š�Œ���• savants et notamment ceux du médecin allemand 

Robert Koch, Louis Pasteur (1822-1895) � �š���]�š�� ���}�v�À���]�v���µ�� �‹�µ�[���µ���µ�v�� �u�]���Œ�}�}�Œ�P���v�]�•�u���� �v����

pouvait être présent dans un milieu sans y avoir été apporté au préalable et réfutait la 

théorie de la génération spontanée. Il parvint à mettre fin à la controverse au niveau de 

�o�[��������� �u�]���� �����•�� �•���]���v�����•�� ���š��plaça les vraies bases de la microbiologie, mis en évidence 

�o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v�� �����•�� �u�]���Œ�}�}�Œ�P���v�]�•�u���•�� �����v�•�� �o���� �‰�Œ�}�‰���P���š�]�}�v�� ������ �u���o�����]���•�� �]�v�(�����š�]���µ�•���•�� ���š�� �u�]�•�� ���µ��

point des vaccins contre plusieurs microorganismes. �����•���š�Œ���À���µ�Æ���‰���Œ�u�]�Œ���v�š�����[�}�µ�À�Œ�]�Œ���o�����À�}�]��������

�o�����‰�Œ���š�]�‹�µ�����������o�[���•���‰�•�]���������v�•���o���•���u�]�o�]���µ�Æ���������o�����•���v�š� �����š���������o�[���P�Œ�}-alimentaire.  

 

En 1928, Alexander Fleming (1881-1955) fut le chercheur qui a découvert le premier 

antibiotique décrit, la pénicilline. Les antibiotiques ont permis pendant longtemps de fournir 

un traitement efficace contre de nombreuses infections bactériennes. Néanmoins, 

�o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� �����•�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� ���� ���}�v���µ�]�š�� �š�Œ���•�� �Œ���‰�]�����u���v�š�� ���� �o�[� �u���Œ�P���v������ ������ �Œ� �•�]�•�š���v�����•�� ���Z���Ì��

le�•���������š� �Œ�]���•���•���o�}�v���µ�v���‰�Œ�}�����•�•�µ�•��������� �o� �Œ� ���������o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v���š���o���‹�µ������� ���Œ�]�š���‰���Œ�����Z���Œ�o���•�������Œ�Á�]�v�X�����v��

���(�(���š�U�� �š�Œ�}�]�•�� ���v�v� ���•�� �•���µ�o���u���v�š�� ���‰�Œ���•�� �o�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ������ �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������ �o���� �‰� �v�]���]�o�o�]�v���� �'�� ���� �š�]�š�Œ����
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sanitaire, des résistances aux antibiotiques par les bactéries ont � �š� ���}���•���Œ�À� ���•�X���>�[���‰�‰�}�Œ�š��������

la génétique et de la biologie moléculaire ont permis de définir les bases moléculaires de 

cette résistance et des mécanismes impliqués dans le transfert rapide de ces fonctions 

adaptatives chez les bactéries. Le transfert horizontal de gènes entre bactéries non 

descendantes est le mécanisme par lequel les bactéries peuvent acquérir très rapidement 

�o�[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v���P� �v� �š�]�‹�µ�����‰�}�µ�À���v�š���!�š�Œ�������•�•���v�š�]���o�o���������o���µ�Œ���•�µ�Œ�À�]���X�������š�µ���o�o���u���v�š�U���o�����‰�Z� �v�}�u���v����

���[���‰�‰���Œ�]�š�]�}�v�� ���}�v�•�š���v�š�� ������ �u� �����v�]�•�u���•�� ������ �Œ� �•�]�•�š���v������ �‰���Œ�� �o���•�� �������š� �Œ�]���•�� �•�µ�]�š���� ���� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������

�v�}�µ�À�����µ�Æ�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� ���}�v�•�š�]�š�µ���� �o�[�µ�v�� �����•�� ���v�i���µ�Æ�� �•���v�]�š���]�Œ���•��humains et vétérinaires 

�‰�Œ�]�}�Œ�]�š���]�Œ���� �u�}�v���]���o�X�� �>�[���À���v�]�Œ�� ���[�µ�v���� ���v�š�]���]�}�š�Z� �Œ���‰�]���� ���(�(�]���������� �Œ���‰�}�•���� ���o�}�Œ�•�� �•�µ�Œ�� �µ�v���� �µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v��

raisonnée des antibiotiques mais également sur la recherche de nouvelles cibles 

bactériennes et molécules pharmacologiques associées. Des crises sanitaires actuelles, 

notamment celle de 2003 due au coronavirus SRAS (Syndrome Respiratoire Aigu Sévère) et 

celle de 2011 due à la souche E. coli O104-H4, sont provoquées par des agents microbiens 

considérés jusque-là comme ayant un pouvoir pathogène limité ou ne provoquant pas 

���[� �‰�]��� �u�]���•. Ceci souligne � �P���o���u���v�š���o�����v� �����•�•�]�š� �����[���‰�‰�Œ�}�(�}�v���]�Œ���v�}s connaissances actuelles 

�•�µ�Œ�� �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� �‰���Œ��les microorganismes de nouvelles fonctions pouvant modifier leur 

pouvoir pathogène �}�µ�� ���}�v���µ�]�Œ���� ���� �o�[� �u���Œ�P���v������ ���[�µ�v�� �v�}�µ�À�����µ�� �‰���š�Z�}�P���v����et de mettre en 

place de nouvelles stratégies prophylactiques et thérapeutiques. 
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I. Eléments génétiques mobiles et apports de fonctions 

exogènes 

 

 

1. Le transfert horizontal 

 

1.1. �>�����š�Œ���v�•�(���Œ�š���Z�}�Œ�]�Ì�}�v�š���o�U���o�������o� ���������o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v���������š� �Œ�]���v�v�� 

 

�>�����š�Œ���v�•�(���Œ�š���Z�}�Œ�]�Ì�}�v�š���o�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v���������o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�����[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v���P� �v� �š�]�‹�µ�����‰�Œ�}�À���v���v�š��

���[�µ�v�� �}�Œ�P���v�]�•�u���� �‰�}�µ�À���v�š�� �!�š�Œ���� � �o�}�]�P�v� �� �‰�Z�Ç�o�}�P� �v� �š�]�‹�µ���u���v�š�U�� �•���v�•�� ���v�� �!�š�Œ���� �o���� �����•�����v�����v�š��

���]�Œ�����š�U�� �‰���Œ�� �}�‰�‰�}�•�]�š�]�}�v�� ���µ�� �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� �À���Œ�š�]�����o�� �‹�µ�]�� ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v���� ���� �o�[�Z� �Œ�]�š���P���� ������ �o�[���v�•���u���o�� de 

�o�[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�� �P� �v� �š�]�‹�µ���� ������ �o���� �����o�o�µ�o���� �u���Œ���X Chez les bactéries, ce phénomène constitue un 

�u� �����v�]�•�u���� �Œ���‰�]������ ���[� �À�}�o�µ�š�]�}�v ���š�� ���[�]�v�v�}�À���š�]�}�v�� �P� �v�}�u�]�‹�µ���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[�����‹�µ� �Œ�]�Œ�� �����•��

fonctions adaptatives et peut être impliqué dans la spéciation [71, 90, 100, 148, 215, 408]. 

 

La dissémination des gènes de résistance parmi la population bactérienne est 

�o�[���Æ���u�‰�o���� �o���� �‰�o�µ�•�� ���}�v�v�µ�� ���[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� �Œ���‰�]������ ���[�����E�� ���Æ�}�P���v���� �‰���Œ�� �o���•�� �������š� �Œ�]���•��[417]. Les 

�������š� �Œ�]���•�� �}�v�š�� � �P���o���u���v�š�� �o���� �����‰�����]�š� �� ���[�����‹�µ� �Œ�]�Œ�� �‰���Œ�� �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� �Z�}�Œ�]�Ì�}�v�š���o�� �����•�� �(�}�v���š�]�}�v�•�� �o���µ�Œ��

permettant de métaboliser de nouveaux nutriments, de dégrader des polluants ou encore 

���[�����‹�µ� �Œ�]�Œ���������v�}�µ�À�����µx facteurs de virulence (Tableau 1) [137]. Il a été montré que 18% du 

génome de E. coli avait été ainsi acquis par transfert horizontal durant les 100 derniers 

�u�]�o�o�]�}�v�•�� ���[���v�v� ���•�U�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���� �����š�š���� ���•�‰�������� ������ ���}�o�}�v�]�•���Œ�� ������ �v�}�µ�À���o�o���•�� �v�]���Z���•�� � ���}�o�}�P�]�‹�µ���•��

[228]. Un concept plus large voudrait que le transfert horizontal offre aux bactéries une 

capacité illimitée à �•�[�������‰�š���Œ�����µ�Æ���u�}���]�(�]�����š�]�}�v�•���������o���µ�Œ�����v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�����š�����[���v�����Z���v�P���Œ��[98, 

290].  
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Tableau 1. Exemples de gènes codant des fonctions avantageuses acquis par des bactéries 

par transfert horizontal et intégrés ���µ���v�]�À�����µ�����[�µ�v���P���v�������}�����v�š���µ�v�����Z�E�š (tiré de [290]). 

 

Locus 
ARNt 

Organisme ADN acquis 
horizontalement 

Trait phénotypique Taille 
(kb) 

selC Escherichia coli �W�Z���P�����}�Z�ó�ï Génome de phage 13 
selC E. coli uropathogène PAI-1 Hémolysine 70 
selC E. coli entéropathogène LEE Système de sécrétion de type III, 

intimine, récepteur de protéine Tir 
35 

selC Salmonella enterica SPI-3 Protéine de survie aux macrophages 
MgtC, transporteur de Mg2+ MgtB 

17 

selC Shigella flexneri SHI-2 Transport d'ion aérobactine 24 
leuX E. coli uropathogène PAI-2 Hémolysine, fimbriae 190 
leuX E. coli Phage P4 Génome de phage  
Leu Haemophilus influenzae Phage HPI Génome de phage  
Leu E. coli uropathogène PAI-5 Hémolysine, fimbriae, facteur de 

type 1 nécrosant et cytotoxique 
110 

pheV E. coli uropathogène PAI-4 Hémolysine, fimbriae 170 
pheV E. coli CTnscr94 Utilisation du sucrose 100 
pheV Mesorhizobium loti Ilôt symbiotique Fixation de l'azote et nodulation 500 
asnT Yersinia enterocolitica HPI Yersiniabactine 45 
asnT Y. pseudotuberculosis HPI   
valV S. enterica SPI-2 Système de sécrétion de type III 40 
serT S. enterica SPI-5 Phosphatase phosphate inositol 7 
serV Dichelobacter nodosus Region vap Toxine putative 12 
metV E. coli uropathogène  Hémolysine 50 
ssrA D. nodosus Région vrt  27 
ssrA Vibrio cholerae VP1 Facteur de colonisation TcpA et 

récepteur du phage CTX 
45 

Thr S. enterica Phage P22 Génome phagique 44 
Thr Listeria ivanovi Région inl Internalines C et D 5 
Arg Corynebacterium diphtheriae Corynephages Génome phagique, toxine 36 
glyV Pseudomonas sp. Elément clc Dégradation du chlorocatéchol 105 

 

 

 

Le génome bactérien complet ou « pan » génome peut ainsi être décomposé en 

« core » génome qui contient les informations génétiques vitales pour la fonction cellulaire 

et en génome « flexible », acquis par transfert horizontal et qui contient des informations 

�P� �v� �š�]�‹�µ���•�� �•�µ�‰�‰�o� �u���v�š���]�Œ���•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o���� �‰�o�µ�•�� �•�}�µ�À���v�š�� ���[���µ�P�u���v�š���Œ���o����valeur sélective de 

�o�[�Z�€�š����[98]. Les régions génomiques appartenant au génome flexible peuvent être détectées 

in silico �‰�µ�]�•�‹�µ�[���o�o���•���‰�Œ� �•���v�š���v�š�������•�������Œ�����š� �Œ�]�•�š�]�‹�µ���•���š���o�o���•���‹�µ�[�µ�v���‰�}�µ�Œ�����v�š���P�������v���'�=�������š���µ�v����

utilisation des codons qui divergent de ceux du « core » génome et peuvent être comprises 

���v�š�Œ���������•���•� �‹�µ���v�����•�����[�����E���Œ� �‰� �š� ���•��[98]. 
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Initialement, le séquençage était une technique coûteuse donc son utilisation était 

limitée. Le séquençage à haut débit, devenu depuis quelques années beaucoup plus 

abordable, permet ���[������� �����Œ�� ����un nombre de séquences de génomes bactériens croissant. 

Le développement de cette technique a révolutionné la recherche fondamentale et 

���‰�‰�o�]�‹�µ� �������v���������‹�µ�]�����}�v�����Œ�v�����o�������}�v�v���]�•�•���v�����������•���������š� �Œ�]���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š�X���/�o�������‰���Œ�u�]�•���v�}�š���u�u���v�š��

de promouvoir le développement de mise au point de vaccins. Le séquençage à haut débit a 

� �P���o���u���v�š���‰���Œ�u�]�•�����[���u� �o�]�}�Œ���Œ���oa détection des évènements de transfert horizontal de gènes 

par le développement de la génomique comparée de souches. En effet, la détection de 

régions génomiques acquises par transfert horizontal est rendue possible par la comparaison 

du génome de différe�v�š���•�� �•�}�µ���Z���•�� ���[�µ�v���� �u�!�u���� ���•�‰������. Par conséquent, avec les 

���}�v�v���]�•�•���v�����•�� �����š�µ���o�o���•�� ���v�� ������ �‹�µ�]�� ���}�v�����Œ�v���� �o���� �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� �Z�}�Œ�]�Ì�}�v�š���o�U�� �o���� �•� �‹�µ���v�����P���� ���[�µ�v����

seule souche bactérienne par espèce paraît obsolète pour une interprétation générale des 

mécanismes étudiés [400]. 

 

 

 

1.2. Les mécanismes impliqués dans le transfert horizontal 

 

Les trois mécanismes de transfert horizontal habituellement décrits sont la 

transformation naturelle, la transduction et la conjugaison entre une bactérie donneuse et 

une bactérie receveuse (Figure 1). Récemment, un autre mode de transfert horizontal par le 

biais de prolongements cytoplasmiques, également appelés nanotubes, a été mis en 

évidence chez les bactéries.  
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Figure 1. �Z���‰�Œ� �•���v�š���š�]�}�v���•���Z� �u���š�]�‹�µ���������•���u� �����v�]�•�u���•���]�u�‰�o�]�‹�µ� �•�������v�•���o�����š�Œ���v�•�(���Œ�š�����[�����E��

(tiré de [60]). 

Les �‰�Œ�]�v���]�‰���o���•��� �š���‰���•�������•�����]�(�(� �Œ���v�š�•���u� �����v�]�•�u���•���]�u�‰�o�]�‹�µ� �•�������v�•���o�����š�Œ���v�•�(���Œ�š���������•� �‹�µ���v�����•�����[�����E���•�}�v�š��

illustrées. La transduction ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v�������µ���š�Œ���v�•�(���Œ�š�����[�����E�����[�µ�v���������o�o�µ�o����à �o�[���µ�š�Œ�����‰���Œ���µ�v���������‰�•�]���������}��� ����

par un bactériophage virulent, un bactériophage tempéré ou par les systèmes de type GTA (Gene 

Transfer Agent). La conjugaison �‰���Œ�u���š���o�����‰���•�•���P�������[�µ�v�����u�}�o� ���µ�o�������[�����E�����[�µ�v���������o�o�µ�o���������µ�v�������µ�š�Œ�������µ��

�š�Œ���À���Œ�•�� ���[�µ�v�� �‰�}�Œ���� ������ ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�� �Œ���o�]���v�š�� �����µ�Æ�� �����o�o�µ�o���•�X�� �>����transformation ���[�µ�v���� �����o�o�µ�o���� ���}�u�‰� �š���v�š����

implique l�[�]�v�š���Œ�v���o�]�•���š�]�}�v�� �����š�]�À���� ������ �(�Œ���P�u���v�š�•�� ���[�����E�� �o�]���Œ���•�X�� �>���•��nanotubes permettent le passage 

���[���Z�E�����š��de protéines mais également de molécules ���[�����E�����}�u�u�����o���•���‰�o���•�u�]�����•�����[�µ�v���������o�o�µ�o���������µ�v����

autre. 
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1.2.1. La transformation  

 

La transformation naturelle ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v���� ���� �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ���[�����E�� ���Æ�}�P���v���� �•�}�µ�•�� �(�}�Œ�u����

libre dans le milieu extracellulaire par une bactérie et à son incorporation dans le réplicon de 

la cellule bactérienne compétente (Figure 1) [247]. Les bactéries peuvent se trouver dans un 

état physiologique dit de compétence, dans lequel elles sont cap�����o���•�����[�]�v�š���Œ�v���o�]�•���Œ��de �o�[ADN 

�����v�•�� �o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�� �•�µ�]�š����à la lyse cellulaire ou ���� �o���� �•� ���Œ� �š�]�}�v�� �����š�]�À�������[�����E��[163, 247]. La 

�š�Œ���v�•�(�}�Œ�u���š�]�}�v�� �]�u�‰�o�]�‹�µ���� �µ�v���� �u�����Z�]�v���Œ�]���� ���[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ���[�����E�� �‹�µ�]�� ���}�u�‰�Œ���v���� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•��

impliquées dans �o�[���•�•���u���o���P���������•���‰�]�o�] de type IV et des systèmes de sécrétion de type II [67]. 

Chez Streptococcus pneumoniae, la compétence est induite par un mécanisme de 

communication cellulaire appelé quorum sensing, lequel implique une phéromone 

correspondant à un peptide de 17 acides aminés [168]. Le peptide est produit sous une 

forme non active, maturé et exporté par un système de sécrétion de type ABC. Un système à 

deux composants détecte la présence de la phéromone et entraî�v���� �o�[�����š�]�À���š�]�}�v�� ������ �o����

machinerie permettant la compétence chez S. pneumoniae�X�������•�� �}�Œ�š�Z�}�o�}�P�µ���•�� ���[� �o� �u���v�š�•�� ������

cette machinerie de compétence pouvant également être impliqués dans la transformation 

naturelle ont été mis en évidence dans tous les génomes des streptocoques séquencés, dont 

Streptococcus agalactiae [146, 262]. ���[���µ�š�Œ�����‰���Œ�š�U���o�����u�]���Œ�}���]�}�o�}�P�]�����(�}�v�����u���v�š���o���������š�]�Œ� ���‰�Œ�}�(�]�š��

de cette capacité naturelle bactérienne pour en faire un outil de biologie moléculaire très 

efficace. 

 

 

1.2.2. La transduction 

 

�>�����š�Œ���v�•���µ���š�]�}�v�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v���������o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�����[�����E���‰���Œ �o���•���������š� �Œ�]���•���‰���Œ���o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ����

���[�µ�v�� �������š� �Œ�]�}�‰�Z���P���X��Les bactériophages représentent des éléments majeurs dans la 

composition de la biosphère [214]. La plupart de ces virus sont tempérés et leur style de 

développement leur permet de cohabiter avec leur hôte. La majorité des bactériophages 

sont intégrés sous forme de prophage dans un réplicon bactérien. Pratiquement tous les 

génomes bactériens, quels que soit leur origine environnementale, contiennent au moins un 

prophage ou ses vestiges�X�� �>���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ���[�����E�� ���[�}�Œ�]�P�]�v���� �À�]�Œ���o���� �‰���µ�š�� �Œ���‰�Œ� �•���v�š���Œ�� �i�µ�•�‹�µ�[���� �î�ì�9��

du génome bactérien [65]. La structure génétique des phages est composée de modules 
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fonctionnels dans lesquels sont regroupés un ensemble de gènes impliqués dans une même 

fonction [214]�X�� �>�[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�� ���µ�� �‰�Z���P���� �����v�•�� �o���� �P� �v�}�u���� �������š� �Œ�]���v�� �‰���µ�š�� ���À�}�]�Œ�� �����•��

�Œ� �‰���Œ���µ�•�•�]�}�v�•���•�µ�Œ���o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v���������š� �Œ�]���v�v�����‰�µ�]�•�‹�µ���U���o�}�Œ�•���������o�[���Æ���]�•�]�}�v�����š���������o�[���v�����‰�•�]�����š�]�}�v�����µ��

�À�]�Œ�µ�•�U�� �����•�� �(�Œ���P�u���v�š�•�� ���[�����E�� ������ �o�[�Z�€�š���� �‰���µ�À���v�š�� �!�š�Œ���� ���u�‰�}�Œ�š� s aléatoirement et être 

transférés �À���Œ�•�����[���µ�š�Œ���•�������o�o�µ�o���•���������š� �Œ�]���v�v���•���‰���Œ���o�����u� �����v�]�•�u�����������š�Œ���v�•�(���Œ�š���Z�}�Œ�]�Ì�}�v�š���o�����]�š��de 

transduction (Figure 1) [387, 443]. 

 

Chez les protéobactéries, un nouveau mode de transfert horizontal par transduction 

a été mis en évidence. Celui-ci �v�[�]�u�‰�o�]�‹�µ���� �‰���•�� ������ �‰�Z���P���•�� �u���]�• �•�[���(�(�����š�µ���� �À�]�� la production 

���[�µ�ve structure semblable aux capsides virales appelée GTA (pour Gene Transfer Agent). Des 

�(�Œ���P�u���v�š�•�� ���o� ���š�}�]�Œ���•�� ���[�����E�� �������š� �Œ�]���v�� �•�}�v�š�� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š� �•�� �À�]���� �o���� �����‰�•�]������ ���š�� �‰���µ�À���v�š�� �!�š�Œ����

�š�Œ���v�•�(� �Œ� �•���������[���µ�š�Œ���•�������o�o�µ�o���•���������š� �Œ�]���v�v���• [23, 222, 261, 269]. 

 

 

1.2.3. La conjugaison 

 

�>���� ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�� ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v���� ���µ�� �u� �����v�]�•�u���� �‹�µ�]�� �‰���Œ�u���š�� �o�[� ���Z���v�P���� ���[�����E�� ���v�š�Œ���� �����µ�Æ��

bactéries de manière directe. Les partenaires du transfert par conjugaison sont les plasmides 

conjugatifs et les éléments intégratifs et conjugatifs (parfois appelés transposons 

conjugatifs). Le transfert conjugatif nécessite un contact physique entre deux bactéries par 

�o���� ���]���]�•�� ������ �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ������ �•�µ�Œ�(�������� �}�µ�� �‰���Œ�� ���[���µ�š�Œ���•�� �u� �����v�]�•�u���•�X Les éléments conjugatifs 

codent �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o���� �(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� �‰�}�Œ���� ������ ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�U�� �µ�v�� �•�Ç�•�š���u���� ������

�•� ���Œ� �š�]�}�v�� ������ �š�Ç�‰���� �/�s�U�� �‰���Œ�� �o���‹�µ���o�� �o�[�����E�� ������ �o�[� �o� �u���v�š�� �u�}���]�o���� ���•�š�� �š�Œ���v�•�(� �Œé ���[�µ�v���� �����o�o�µ�o����

donneuse vers une bactérie receveuse (Figure 1) [198]. Pour la majorité des éléments 

conj�µ�P���š�]�(�•�U���o�����š�Œ���v�•�(���Œ�š���•�[���(�(�����š�µ�����•�}�µ�•���(�}�Œ�u�����•�]�u�‰�o�������Œ�]�v�����š�����•�š�����•�•�}���]� �������µ�v�����Œ� �‰�o�]�����š�]�}�v�����v��

cercle roulant [66, 373].  

Un complexe nucléoprotéique appelé relaxosome ���}�u�‰�}�•� �� ���[�µ�v���� �Œ���o���Æ���•���� ���š��

���[���µ�š�Œ���•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����•�•�}���]� ���•���‰���Œ�u���š���o�[�]�v�]�š�]���š�]�}�v���������o�������}�v�i�µ�P���]�•�}�v ���µ���v�]�À�����µ�����[�µ�v�����•� �‹�µ���v������

spécifique appelée origine de transfert (oriT). La relaxase reconnaît �o�[oriT ������ �o�[� �o� �u���v�š��

mobile sous forme double brin et provoque la ���}�µ�‰�µ�Œ���� ������ �o�[��DN à ce site, entraînant la 

réplication intercellulaire ������ �o�[� �o� �u���v�š�U son transfert sous forme simple brin, et la ligation 

finale permetta�v�š���������Œ�����}�v�•�š�]�š�µ���Œ���o�[� �o� �u���v�š sous forme circulaire [136, 373]. 
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1.2.4. Les nanotubes 

 

Une étude récente a mis en évidence un nouveau mécanisme de communication 

cellulaire entre bactéries impliquant des prolongements cytoplasmiques, également appelés 

nanotubes, �‹�µ�]�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]���v�š�� �‰���Œ�u���š�š�Œ���� �o���� �‰���•�•���P���� ���[�����E�� ���[�µ�v���� �������š� �Œ�]���� ���� �µ�v���� ���µ�š�Œ���� ���š�� ���]�v�•�]��

constituer de nouveaux acteurs impliqués dans le transfert horizontal (Figures 1 et 2) [107].  

 

 
 

Figure 2. Nanotubes entre cellules voisines appartenant à la même espèce ou à différentes 

espèces (tiré de [107]). 

Visualisation de nanotubes (A) ���µ�� �•���]�v�� ���[�µ�v���� �‰�}�‰�µ�o���š�]�}�v�� ������ �����o�o�µ�o���•�� ������Bacillus subtilis et (B) entre 

B. subtilis et Escherichia coli.  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

A B 
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1.3. Les barrières au transfert horizontal 

 

1.3.1. Les barrières liées au mécanisme de transfert 

 

���v�� �(�}�v���š�]�}�v�� ���µ�� �u� �����v�]�•�u���� ������ �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� �]�u�‰�o�]�‹�µ� �U�� �o���� �š���]�o�o���� �����•�� �(�Œ���P�u���v�š�•�� ���[�����E��

transférés varie. �W���Œ�� ���Æ���u�‰�o���U�� �o���•�� �u�}�o� ���µ�o���•�� ���[ADN acquises par transformation naturelle 

�v�[���Æ��������nt généralement pas une dizaine de kb, alors que celles transférées par 

transduction ont une taille pouvant mesurer �i�µ�•�‹�µ�[à une centaine de kb. Les plus gros 

�(�Œ���P�u���v�š�•�����[�����E���•�}�v�š���š�Œ���v�•�(� �Œ�����o���•���‰���Œ�����}�v�i�µ�P���]�•�}�v���‰�µ�]�•�‹�µ���������•���u�]�o�o�]���Œ�•���������l�����‰���µ�À���v�š���!�š�Œ����

échangés par ce mécanisme [268].  

 

�������µ���}�µ�‰�� ���[���µ�š�Œ���• facteurs influencent le transfert horizontal. Par exemple, le 

�š�Œ���v�•�(���Œ�š�� ���[�����E�� �‰���Œ�� �š�Œ���v�•�(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ��� �‰���v���� ���v�š�Œ���� ���µ�š�Œ���� ������ �o���� �‰���Œ�•�]�•�š���v������ ������ �o�[�����E�� �•�}�µ�•��

�(�}�Œ�u���� �o�]���Œ���� �����v�•�� �o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�� ���š�� ������ �o���� ���}�v���}�Œ�����v������ ���v�š�Œ���� �o�[� �š���š�� �‰�Z�Ç�•�]�}�o�}�P�]�‹�µ���� �����•��

�������š� �Œ�]���•�����š���o�����‰�Œ� �•���v���������[�����E���o�]���Œ����tandis que les bactériophages sont souvent plus stables 

�����v�•���o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š��[78, 284]. 

 

De plus, le transfert par transduction reste souvent limité à des échanges entre 

quelques espèces proches en rais�}�v���������o�����•�‰� ���]�(�]���]�š� �����[�Z�€�š���������•���������š� �Œ�]�}�‰�Z���P���•�X Il en est de 

même pour la conjugaison puisque certains plasmides possèdent également un spectre 

���[�Z�€�š�����o�]�u�]�š� ��[78].  

 

 

1.3.2. Acquisition, intégration et maintien �������o�[�����E�����Æ�}�P���v�� 

 

�>���� �‰�Œ�}�����•�•�µ�•�� ������ �•�‰� ���]���š�]�}�v�� �‰���µ�š�� ���}�u�u���v�����Œ�� �µ�v�]�‹�µ���u���v�š�� �‹�µ���v���� �o�[� ���Z���v�P���� ������

�u���š� �Œ�]���o�� �P� �v� �š�]�‹�µ���� ���•�š�� �]�v�š���Œ�Œ�}�u�‰�µ�� ���v�š�Œ���� �����•�� �‰�}�‰�µ�o���š�]�}�v�•�� ���[�µ�v���� �u�!�u���� ���•�‰�������X�� �>���� �����P�Œ� ��

���[�]�•�}�o���u���v�š�� �P� �v� �š�]�‹�µ���� ���v�š�Œ���� ���•�‰�������•�� ��� �‰���v���� ������ ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �(�����š���µ�Œ�• comme leur 

microenvironnement ���š�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� �����•�� ���}���}�v�•�X�� �����•�� �(�����š���µ�Œ�•�� �•�}�v�š�� ���µ�š���v�š�� ������ �����Œ�Œ�]���Œ���•�� ����

�o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v���������u���š� �Œ�]���o���P� �v� �š�]�‹�µ�������Æ�}�P���v�������Z���Ì���o���•���������š� �Œ�]���•��[403]. 
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La cause majeure de la limitation des échanges inter-espèces reste �o�[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�����š���o����

���}�v�•���Œ�À���š�]�}�v�� ������ �o�[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�� �P� �v� �š�]�‹�µ���� �����‹�µ�]�•���X En effet, le degré de similarité des 

�•� �‹�µ���v�����•���À�����]�v�(�o�µ���v�����Œ���o�[�����š�]�À�]�š� ���������o�[enzyme qui contrôle la fidélité de la recombinaison et 

par conséquent le taux de transfert [268, 284]. La recombinaison homologue est un 

�u� �����v�]�•�u���� ���[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�� �‹�µ�]�� �v� �����•�•�]�š���� �µ�v���� �P�Œ���v������ �Z�}�u�}�o�}�P�]���� ������ �•� �‹�µ���v�����•�� �u���]�• peut 

�•�[���(�(�����š�µ���Œ�����v�š�Œ���������•���•� �‹�µ���v�����•�����[�����E���‰�Œ� �•���v�š���v�š���i�µ�•�‹�µ�[�����î�ñ���9�����������]�À���Œ�P���v�����•��[78]. Afin de 

franchir cette barrière, �������µ���}�µ�‰�� ���[� �o� �u���v�š�•�� �P� �v� �š�]�‹�µ���•�� �u�}���]�o���•�� �•�[�]�v�š���P�Œ���v�š��par ���[���µ�š�Œ���•��

mécanismes tels que la recombinaison hétérologue, �o�[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v site spécifique ou encore 

�‰���Œ���o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ�����������•� �‹�µ���v�����•�� ���[�]�v�•���Œ�š�]�}�v��répétées conservées. Par ailleurs, les éléments 

génétiques mobiles sont fréquemment retrouvés au niveau de gènes de ménage conservés 

���Z���Ì���o���•���������š� �Œ�]���•�����š�����µ���v�]�À�����µ���������•�]�š���•���‹�µ�]���}�v�š���‰���µ���}�µ���‰���•�����[�]�v�(�o�µ���v�������•�µ�Œ���o�����‰�Z�Ç�•�]�}�o�}�P�]����������

�o�[�Z�€�š���X 

Dans des conditions environnementales où �o�[�����E�� �•�µ���]�š�� �����•�� ���}�u�u���P���•�� ���š�l�}�µ�� �o����

réplication est perturbée, le système SOS est induit ce qui augmente la capacité de 

�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v���������o�[�����E���š�}�µ�š�����v���]�v���µ�]�•���v�š�������•���À���Œ�]���š�]�}�v�•���P� �v� �š�]�‹�µ���• [268, 284]. Le substrat pour 

�o�[�����š�]�À���š�]�}�v���������Z�����������š�����µ���•�Ç�•�š���u�����^�K�^�����•�š���o�[�����E���•�]�u�‰�o�������Œ�]�v�X�������•���•�Ç�•�š���u���•���•�}nt ainsi induit 

lors des transferts ���[�����E�� �]�upliquant un ADN simple brin, ce qui favorise les échanges 

génétiques [268]. 

�h�v�����(�}�]�•���o�[�����E���]�v�š� �P�Œ� �U���‰�}�µ�Œ���‹�µ�����o�����š�Œ���v�•�(���Œ�š���•�}�]�š�����}�v�•�]��� �Œ� �����}�u�u�������(�(�]���������U���o���•���P���v���•��

�����‹�µ�]�•�����}�]�À���v�š���‰�}�µ�À�}�]�Œ���•�[���Æ�‰�Œimer correctement chez son hôte et ne pas coder de composés 

néfastes pour celui-ci. En effet, il a été mis en évidence des gènes considérés comme 

inclonables. Ce phénomène pourrait être lié à une toxicité conférée par les gènes acquis vis à 

vis de la souche hôte [378].  

�Z� �����u�u���v�š�U�� �µ�v���� � �š�µ������ ���� �u�]�•�� ���v�� � �À�]�����v������ �‹�µ���� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ���]�(�(� �Œ���v�š���� �����•�� ���}���}�v�•��

selon les espèces bactériennes constituait une autre barrière aux évènements de transferts 

horizontaux. En effet, les échanges de gènes entre organismes sont positivement corrélés 

���À�������o���µ�Œ�•��� �À���v�š���]�o�•�����[���Z�E���������š�Œ���v�•�(���Œ�š (ARNt). De plus, les organismes qui évoluent dans les 

�u�!�u���•�� �v�]���Z���•�� � ���}�o�}�P�]�‹�µ���•�� �‰�}�•�•�������v�š�� �µ�v�� � �À���v�š���]�o�� ���[���Z�E�š�� �•�]�u�]�o���]�Œ���� ���š�� �������]��augmente la 

�‰�Œ�}�������]�o�]�š� �����[échanges génétiques stables [412]. 
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���[���µ�š�Œ�����‰���Œ�š�U����fin de se maintenir après acquisition, les éléments génétiques mobiles 

ont développé �����•�� �•�Ç�•�š���u���•�� ���[�������]���š�]�}�v (systèmes de restriction-modification ou des 

systèmes impliquant une toxine et une antitoxine) qui entraînent la mort, ou un 

ralentissement significatif de la croissance de la cellule qui le perd. Un système toxine-

antitoxine peut être défini comme un �•�Ç�•�š���u���� ���[�������]���š�]�}�v�� �‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o code un système 

�‰�Œ�}�š� �]�‹�µ�����}�¶���o�[���v�š�]�š�}�Æ�]�v�����]�v�•�š�����o�����v���µ�š�Œ���o�]�•���Œ���]�š���o�����š�}�Æ�]���]�š� ���������o�����š�}�Æ�]�v�����•�š�����o���X�� 

 

 

1.3.3. Les systèmes CRISPR �W���‰�Œ�}�š�����š�]�}�v�����}�v�š�Œ�����o�[�����E�����Æ�}�P���v�� 

 

Une infime �‰���Œ�š�]���� �•���µ�o���u���v�š�� ������ �o�[�����E�� �����‹�µ�]�•�� �‰���Œ�� �o���•�� �������š� �Œ�]���•�� �À���� �o���µ�Œ�� ���}�v�(� �Œ���Œ�� �µ�v��

avantage sélectif �š�}�µ�š�� ���v�� �v�[���o�š� �Œ���v�š�� �‰���•�� �o���� �‰�Z�Ç�•�]�}�o�}�P�]���� �����o�o�µ�o���]�Œ��. Pour cette raison, les 

bactéries ont développé des mécanismes leur permettant de limiter le transfert horizontal 

[260]. Les bactéries possèdent ainsi des systèmes de restriction-modification et des 

�•�Ç�•�š���u���•�� ���[���Æ���o�µ�•�]�}�v�� ������ �•�µ�Œ�(�������� �o�]�u�]�š���v�š�� �o�[���v�š�Œ� ���� ���[�����E�� � �š�Œ���v�P���Œ�X��Par ailleurs, un système 

génétique ������ ��� �(���v�•���� ���}�v�š�Œ���� �o�[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�� ���[� �o� �u���v�šs mobiles et �o�[�����E�� � �š�Œ���v�P���Œ��issu de 

phages et de plasmides, le système CRISPR-Cas (CRISPR pour Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats et Cas pour CRISPR associated proteins), a été mis en évidence et 

est présent chez environ 40 % des espèces bactériennes [22, 180, 203, 245]. Ce système 

�(�}�v���š�]�}�v�v���� �‰���Œ�� �o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� ������ �‰���š�]�š�•�� ���Z�E�� �v�}�v�� ���}�����v�š�•�� ������ �u���v�]���Œe similaire aux ARN 

interférants chez les eucaryotes. Initialement décrit comme ayant un rôle dans la réparation 

������ �o�[�����E�U���oe système de défense CRISPR-Cas a, en plus, �o���� �����‰�����]�š� �� ���[�]�v���}�Œ�‰�}�Œ���Œ�������� ���}�µ�Œ�š���•��

séquences de matériel génétique étranger nommées espaceurs (« spacers »). Les espaceurs 

�•�[�]�v�š���P�Œ���v�š au niveau de loci au sein des CRISPR qui sont composés de séquences répétées 

palindromiques [180]. La longueur des répétitions peut varier de 21 pb à 48 pb tandis que les 

espaceurs ont une taille 26 pb à 72 pb [22, 180, 203]. 

 

Chez la plupart des organismes possédant ce système, les espaceurs sont transcrits 

constitutivement à faible niveau et transformés en petits ARN non codants. En collaboration 

avec les protéines Cas, codées par des gènes qui sont situés à proximité immédiate des loci 

CRISPR, les ARN non codants �‰���µ�À���v�š�� �•���� �o�]���Œ�� ���� �o�[�����E��ou ���� �o�[ARN étranger et entraîner leur 
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dégradation [180]. Les loci CRISPR constituent ainsi une mémoire génétique qui permet le 

�Œ���i���š�� �}�µ�� �o���� ��� �P�Œ�������š�]�}�v�� ������ �u�}�o� ���µ�o���•�� ���[�����E��[260]. �>�}�Œ�•�‹�µ�[�µ�ve infection par un phage se 

produit, la transcription des CRISPR est induite [22]. Le système CRISPR qui est composé de 

séquences hypervariables, confère �µ�v���� �]�u�u�µ�v�]�š� �� ���}�v�š�Œ���� �o�[�����E�� �À�]�Œ���o�� ���š�� �‰�o���•�u�]���]�‹�µ���X Les 

protéines du complexe Cas sont impliquées �����v�•���o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]on de nouveaux espaceurs, dans 

la transformation des transcrits primaires des CRISPR, voire dans la reconnaissance et la 

dégradation du matériel génétique étranger.  

 

Des loci CRISPR sont présents sur toutes les familles des éléments génétiques mobiles 

décrits. Ceci suggère fortement que les systèmes CRISPR-Cas sont capables de se transférer 

horizontalement [22, 203]. �>�[�]�u�‰�����š���������o�����‰�Œ� �•���v�����������•���o�}���]�����Z�/�^�W�Z���•�µ�Œ�������•��� �o� �u���v�š�•���u�}��iles 

�Œ���•�š���� �u���o�� ���}�u�‰�Œ�]�•�� �u���]�•�� �]�o�•�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]���v�š�� �o���µ�Œ�� ���}�v�(� �Œ���Œ�� �µ�v�� ���À���v�š���P���� �(�������� ���� �o�[�]�v�À���•�]�}�v�� ���[���µ�š�Œ���•��

éléments [203]. Beaucoup de facteurs de virulence et de facteurs apportant un avantage 

sélectif aux bactéries sont portés par des éléments génétiques mobiles. En conclusion, les 

CRISPR pourraient limiter la dissémination de tels facteurs au sein des populations 

bactériennes [260].   

 

 
 
 

1.4. Les éléments génétiques mobiles �W�������š���µ�Œ�•���u���i���µ�Œ�•���������o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v��

bactérienne 

 

Les éléments génétiques mobiles ont une taille variable pouvant aller de 1 kb à 

plusieurs centaines de kb et tous sont caractérisés par une structure modulaire [214, 406]. 

Les plasmides conjugatifs ont été les premiers éléments décrits comme acteurs du 

mécanisme de conjugaison. Les éléments génétiques mobiles codent souvent des fonctions 

�‰�}�µ�À���v�š�� ���‰�‰�}�Œ�š���Œ�� �µ�v�� ���À���v�š���P���� �•� �o�����š�]�(�� ���� �o�[�Z�€�š���� �š���o�o���•�� �‹�µ�� la virulence, de nouvelles 

interactions écologiques, la résistance à des antibiotiques ou toutes autres fonctions 

�•�µ�•�����‰�š�]���o���•�����[���µ�P�u���v�š���Œ���o�������}�u�‰� �š�]�š�]�À�]�š� ���������•�}�v���Z�€�š���X�� 

 

�>���•���•� �‹�µ���v�����•�����[�]�v�•���Œ�š�]�}�v sont les plus petits éléments mobiles connus à ce jour. Ils 

sont capables d�����•������� �‰�o�������Œ���������u���v�]���Œ�������µ�š�}�v�}�u�����À���Œ�•���µ�v���}�µ���‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•���•�]�š���•�����[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v��
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de façon intramoléculaire. On parle dans ce cas de transposition. Beaucoup ne possèdent 

que le module permettant leur excision et leur intégration (recombinase à tyrosine ou 

sérine, ou �š�Œ���v�•�‰�}�•���•���� ���� �������•�X�� �>���•�� �•� �‹�µ���v�����•�� ���[�]�v�•���Œ�š�]�}�v�� �}�v�š�� � �š� �� �]�����v�š�]�(�]� ���•�� �����v�•�� ������ �š�Œ���• 

nombreux génomes procaryotes mais également eucaryotes. 

 

 

Les transposons composites �•�}�v�š�������•��� �o� �u���v�š�•�����}�Œ��� �•���‰���Œ�������•���•� �‹�µ���v�����•�����[�]�v�•���Œ�š�]�}�v. 

Ils peuvent ainsi se déplacer intracellulairement de façon site spécifique ou préférentielle 

�‰���Œ�� �o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� ������ �o���� �š�Œ���v�•�‰�}�•���•���� �‹�µ�[�]�o�•�� ���}�����v�š�X�� �>���•�� �š�Œ���v�•�‰�}�•�}�v�•�� �‰�}�•�•�������v�š�� ���v�� �‰�o�µ�•�� �����•��

s� �‹�µ���v�����•�� ���[�]�v�•���Œ�š�]�}�v�U�� �����•�� �P���v���•�� �‹�µ�]�� �‰���µ�À���v�š�� ���}�����Œ�� �����•�� �(�}�v���š�]�}�v�•�� ���������•�•�}�]�Œ���•�� �~�Œ� �•�]�•�š���v������

���µ�Æ�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�U�� �P���v���� ������ �u� �š�����}�o�]�•�u���U�� ������ �À�]�Œ�µ�o���v�����Y�•�X��Les transposons conjugatifs sont 

en plus capables ������ �•���� �š�Œ���v�•�(� �Œ���Œ�� �‰���Œ�� ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�� ���[�µ�v���� �������š� �Œ�]���� ���}�v�v���µ�•���� ���� �µ�v�� bactérie 

receveuse plus ou moins éloignée phylogénétiquement sur le même modèle que les 

plasmides conjugatifs [407].  

 

 

Les plasmides font partie des principaux acteurs de la dissémination de résistance 

aux antibiotiques dans la population bactérienne entraî�v���v�š�� ���]�v�•�]�� ���[�]�u�‰�}�Œ�š���v�š�•�� �‰�Œ�}���o���u���•��

sanitaires [153]. Les plasmides sont des éléments pouvant se maintenir de façon autonome 

sous forme extrachromosomique, la plupart du temps sous forme circulaire.  

Les plasmides conjugatifs codent toutes les fonctions impliquées dans leur transfert 

par conjugaison, le plus souvent sur le modèle du cercle roulant. A la fin du transfert, 

chacune des bactéries impliquées possédera une copie du plasmide.  

Certains plasmides ne possèdent pas les fonctions leur permettant de former le pore 

de conjugaison. Ces plasmides sont dits �u�}���]�o�]�•�����o���•���‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o�•���‰���µ�À���v�š���µ�š�]�o�]�•���Œ���o�����u�����Z�]�v���Œ�]����

���[���µ�š�Œ���•��� �o� �u���v�š�•���u�}���]�o���•���‰�}�µ�Œ���•�������]�•�•� �u�]�v���Œ�X�� 

La dernière classe de plasmides regroupe les plasmides qui ne sont ni conjugatifs ni 

mobilisables. �����•�� �‰�o���•�u�]�����•�� �‰���µ�À���v�š�� �•���� �š�Œ���v�•�(� �Œ���Œ�� ���[�µ�v���� �������š� �Œ�]���� �Z�€�š���� ���� �µ�v���� �������š� �Œ�]����

receveuse �‰���Œ�� ���[���µ�š�Œ���•�� �u� �����v�]�•�u���•�� ������ �š�Œ���v�•�(���Œ�š�•�� �Z�}�Œ�]�Ì�}�v�š���µ�Æ (transduction ou 

transformation naturelle). 

De manière intéressante, le transfert de certains plasmides chez 

Enterococcus faecalis répond à la présence de phéromones. Ces phéromones induisent la 
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�‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ���[�µ�v�����‰�Œ�}�š� �]�v���� �v�}�u�u� ���� �•�µ���•�š���v������ ���[��grégation. La production de phéromones 

par ces plasmides augmente le transfert de 5 à 6 fois [153].  

 

Les îlots génomiques, tels que les îlots de virulence ou de métabolisme, pourraient 

provenir de plasmides intégratifs ou de transposons conjugatifs ayant perdu leur capacité à 

recombiner. Un îlot génomique est défini comme une région chromosomique de plus de 

10 kb dont les propriétés suggèrent son acquisition par un ou plusieurs évènements de 

tranfert horizontal [159, 160]. �h�v���(���]�•�������µ�����[�Z�Ç�‰�}�š�Z���•���•��peut permettre de suggèrer un tel 

�š�Ç�‰�������[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v : absence ou présence �������o�[�`�o�}�š�����µ���•���]�v�����[�µ�v�����u�!�u�������•�‰�������U���‰�}�µ�Œ�����v�š���P����

en G+C divergeant par rapport au reste du génome, utilisation différente des codons, 

localisation entre des séquences répétées et à proximité de sites privilégiés pour 

�o�[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�� �����•�� � �o� �u���v�š�•�� �P� �v� �š�]�‹�µ���•�� �u�}���]�o���•�� ���}�u�u���� �o���•�� �o�}���]�� ���v�� ���u�}�v�š�� �����•�� �P���v���•�� ���}�����v�š��

des ARNt [98, 199]. 

 

L���� �u���]�v�š�]���v�� ���[�µ�v�� � �o� �u���v�š�� �u�}���]�o���� �����v�•�� �µ�v���� �‰�}�‰�µ�o���š�]�}�v�� ��� �‰���v���Œ����de manière 

importante de son succès évolutif. Si celui-���]�� �v�[���•�š�� �‰���•�� ���•�•���v�š�]���o�� �}�µ�� �‹�µ�[�]�o�� ���‰�‰�}�Œ�š���� ���v��

compétitivité ���� �o���� �������š� �Œ�]���� �Z�€�š���� �u�}�]�v�•�� �‹�µ���� �o���� �‰�Œ�]�Æ���u� �š�����}�o�]�‹�µ���� �‹�µ�[�]�o�� ���}�¸�š���� ���� �!�š�Œ���� ���}�v�•���Œ�À� �U��

�o�[� �o� �u���v�š���P� �v� �š�]�‹�µ�����u�}���]�o�����‰���µ�š���!�š�Œ�����‰���Œ���µ���‰���Œ la population.  

 

 

 

1.5. Les ICE, des partenaires incontournables du transfert horizontal 

 

1.5.1. Caractéristiques des ICE, structure modulaire et dynamique évolutive 

 

De nombreux éléments chromosomiques se répliquent en même temps que le 

chromosome bactérien mais possèdent toutes les fonctions permettant leur excision et leur 

transfert inter- et intra-espèce par conjugaison. La dénomination « Integrative and 

Conjugative Element » (ICE) a été proposée �‰�}�µ�Œ���]�����v�š�]�(�]���Œ���������š�Ç�‰�������[� �o� �u���v�š quelle que soit 

la recombinase impliquée �����v�•���o�[���Æ���]�•�]�}�v�����š���o�[�]�v�š� �Pration (recombinase à tyrosine ou à sérine 
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ou transposase à DDE) [53, 56, 437]. Les ICE sont très répandus aussi bien chez les bactéries 

à coloration Gram négative que celles à Gram positive [156].  

 

Les ICE ont une structure modulaire, regroupant dans une localisation proche un 

ensemble de gènes impliqués dans une même fonction [407]. On peut ainsi distinguer un 

module de recombinaison, un module de conjugaison et un module de régulation. Si ces 

�u�}���µ�o���•�� �•�}�v�š�� �(�}�v���š�]�}�v�v���o�•�U�� �o�[� �o� �u���v�š�� �P� �v� �š�]�‹�µ���� �u�}���]�o���� ���� �o���� �����‰�����]�š� �� ������ �•�[���Æ���]�•���Œ�U�� ������ �•����

�š�Œ���v�•�(� �Œ���Œ���À�]�����µ�v�� �‰�}�Œ���������� ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�� ���š�� ������ �•�[intégrer par recombinaison spécifique de site 

�����v�•�� �o���� ���Z�Œ�}�u�}�•�}�u���� ���[�µ�v���� �������š� �Œ�]���� �Œeceveuse [53]. �>�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�� �����•�� �/������ �•���� ��� �Œ�}�µ�o���Œ���]�š�� �‰���Œ��

échange, délétion et acquisition de modules fonctionnels [53, 140, 407]. De façon 

re�u���Œ�‹�µ�����o���U�� �o�[� ���Z���v�P���� ������ �u�}���µ�o���•�� ���� � �P���o���u���v�š�� � �š� �� �u�}�v�š�Œ� �� ���v�š�Œ���� ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �š�Ç�‰���•��

���[� �o� �u���v�š�•�� �u�}���]�o���• : ICESt1 de Streptococcus thermophilus code un système de restriction-

modification proche de celui porté par le plasmide pKR223 de Lactococcus lactis [52] et le 

�u�}���µ�o���� ������ ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�� ������ �o�[� �o� �u���v�š�� ���}�v�i�µ�P���š�]�(�� �]�v�š� �P�Œ���š�]�(�� ���(�����î�� ���Z���Ì��E. faecalis V583 porte 

cinq ORF présentant une forte identité de séquence par rapport aux gènes de conjugaison 

�‰�}�Œ�š� �•���‰���Œ���o�����‰�o���•�u�]�������‰�����í�����[E. faecalis [53].  

 

1.5.2. Mécanismes de transfert des ICE  

 

Le premier élément génomique intégratif et conjugatif décrit est Tn916 [344]. Le 

mécanisme de conjugaison de cet élément reste inconnu. Tn916 code une intégrase 

appartenant à la famille des recombinases à tyrosine. A ce jour, trois principales familles de 

recombinases sont connues : les recombinases à sérine et à tyrosine et les transposases à 

DDE [53]. Il est à noter que la plupart des intégrase�•�� �����š���o�Ç�•���v�š�� �o�[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v��spécifique de 

site des ICE sont des intégrases à tyrosine. De plus, les éléments mobiles sont intégrés de 

manière prédominante à �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š�  �ï�[�� ������ �P���v���•�� ���}�����v�š�� �‰�}�µ�Œ�� �����•��ARNt et des protéines 

ribosomiques. Une raison pouvant expliquer ce phénomène est que la conservation des 

séquences de ces gènes est élevée parmi les genres bactériens ce qui �(�����]�o�]�š�����o�[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v de 

�o�[� �o� �u���v�š���u�}���]�o�� [433].  
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La première étape du transfert conjugati�(�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v���������o�[excision �������o�[�/�������•�}�µ�•���o�[�����š�]�}�v��

de la recomb�]�v���•���� ���š�� �‰���Œ�(�}�]�•�� ���[�µ�v���� ���Æ���]�•�]�}�vase de façon similaire au �‰�Œ�}�����•�•�µ�•�� ���[���Æ���]�•�]�}�v��

utilisé par les prophages (Figure 3). Une fois sous forme circulaire, comme pour les 

plasmides conjugatifs, une relaxase va initier le transfert, dans la majorité des cas sous 

forme simple brin, en clivant �o�[�/������ ���]�Œ���µ�o���Œ�]�•� �� ���µ�� �v�]�À�����µ�� ��u site nic ������ �o�[�}�Œ�]�P�]�v���� ������ �š�Œ���v�•�(���Œ�š��

(oriT) [53, 187, 318].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3�X���^���Z� �u�������µ���‰�Œ�}�����•�•�µ�•���������š�Œ���v�•�(���Œ�š���‰���Œ�����}�v�i�µ�P���]�•�}�v�����[�µ�v���/���������[�µ�v�����������š� �Œ�]����

donneuse à une bactérie receveuse. 

 

  Pour les éléments se transférant sous forme simple brin, le transfert de la cellule 

donneuse à la cellule receveuse �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���•�[� �š�����o�]�Œ���•�µ�Œ���o�����u�}�����o�������µ�������Œ���o�����Œ�}�µ�o���v�š. Ce modèle 

est largement décrit chez les plasmides conjugatifs ���š���•�[���(�(�����š�µ����via un pore de conjugaison 

mais peu de données concernant le mécanisme du transfert conjugatif des ICE sont 

disponibles (Figure 3) [6, 19]. Néanmoins, chez Bacillus subtilis, il es�š�� ���}�v�v�µ�� �‹�µ�[ICEBs1 est 

transféré soit au niveau du pôle cellulaire soit au niveau de la face latérale de chacune des 
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deux cellules impliquées dans la conjugaison [6]. �W���Œ�����]�o�o���µ�Œ�•�U���o�[�µ�ve des protéines essentielles 

au transfert conjugatif ���[�/����Bs1, la protéine ConE, est associée à la membrane 

essentiellement au niveau des pôles cellulaires [19]. Durant ce phénomène, les bactéries 

�•�}�v�š�� �š�}�µ�i�}�µ�Œ�•�� ���v�� ���}�v�š�����š�� ������ �‹�µ�]�� �]�v���]�‹�µ���� �‹�µ���� �o���� ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�� �v�[���•�š�� �‰���•�� �Œ� ���o�]�•� ���� �‰���Œ�� �µ�v�� �‰�]�o�µ�•��

prolongé. De ma�v�]���Œ���� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š���U�� �µ�v���� �(�}�]�•�� �‹�µ���� �o�[�����E�� ���� � �š� �� �š�Œ���v�•�(� �Œ� �� ���� �µ�v���� �������š� �Œ�]���� ���[�µ�v����

���Z���]�v���U���o�[�����E�����•�š���Œ���‰�]�����u���v�š���š�Œ���v�•�(� �Œ� �������š�}�µ�š���•���o���•��autres bactéries de la chaine [6]. De plus, 

chez Vibrio cholerae, �o�[�/�������^�y�d�����}������une protéine de surface qui pourrait être impliquée dans 

le processus de conjugaison [10]. Pour finir�U�� �o�[�/������réplicatif pRS01 de L. lactis code une 

�‰�Œ�}�š� �]�v�����������•�µ�Œ�(���������‰�Œ� �•���v�š���v�š�������•���•�]�u�]�o���Œ�]�š� �•�����À�������o�����(�����š���µ�Œ�����[���P�Œ� �P���š�]�}�v�������o�o�µ�o���]�Œ�������•���í�����µ��

plasmide pAD1 ���[Enterococcus faecalis [109] et des phéromones de plasmides conjugatifs 

impliquées dans le contact entre les cellules donneuses et receveuses durant la phase de 

�š�Œ���v�•�(���Œ�š�����[�����E��par conjugaison [147, 427].  

 

Chez les éléments codant une recombinase à tyrosine ou à sérine, la recombinase va 

catalyser la recombinaison entre un site de recombinaison nommé attI présent sur la forme 

���]�Œ���µ�o���]�Œ�����������o�[�/���������š��un site nommé attB présent sur le génome bactérien (Figure 3). A la fin 

���µ���š�Œ���v�•�(���Œ�š�U�����Z���‹�µ���������o�o�µ�o�����À�����‰�}�•�•� �����Œ���µ�v�������}�‰�]�����������o�[� �o� �u���v�š���]�v�š� �P�Œ� �����}�Œ��� �������•���•�]�š���•��attL 

et attR (L pour Left, R pour Right). Les sites att comprennent les séquences répétées 

impliquées dans la recombinaison ainsi que des fragments flanquants de taille variable 

impliqués dans la reconnaissance par la recombinase. Bien que ce type de recombinaison 

soit le plus souvent de haute spécificité, certains éléments, �š���o�•���‹�µ�����o�[�/������Tn916, possèdent 

�µ�v�����(���]���o�����•�‰� ���]�(�]���]�š� �����[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v [53].  

 

Récemment, il a été montré que les ICE peuvent se répliquer de façon 

extrachromosomique [61, 230, 371]. Des éléments retrouvés sous forme circulaire 

pourraient ainsi avoir été classifiés en tant que plasmides conjugatifs alors que ceux-ci sont 

des éléments intégratifs. Le cas �•�[���•�š���‰�Œ�}���µ�]�š���‰�}�µ�Œ �o�[� �o� �u���v�š��pRSO1 de L. lactis qui avait été 

���o���•�•�]�(�]� �� ���v�� �š���v�š�� �‹�µ���� �‰�o���•�u�]������ �‰�µ�]�•�‹�µ�[�µ�v���� �(�}�Œ�u���� ���]�Œ���µ�o���]�Œ���� ������ �o�[�/������ ���À���]�š�� � �š� ��initialement 

détectée [109].  
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1.5.3. �D�}���]�o�]�•���š�]�}�v�����[�����E��par les ICE 

 

�>���� �u�}���]�o�]�•���š�]�}�v�� ���[�����E�� ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v���� ���µ�� �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� �‰���Œ�� ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�� ������ �����š�� �����E�� �‰���Œ��

�o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ�������[� �o� �u���v�š�•���P� �v� �š�]�‹�µ���•�����}�v�i�µ�P���š�]�(�•���~�‰�o���•�u�]�����•���}�µ���/�����•�X�� 

�����Œ�š���]�v�•�� � �o� �u���v�š�•�� �‰�}�•�•�������v�š�� �o���•�� �(�}�v���š�]�}�v�•�� ���[���Æ���]�•�]�}�v�U�� ���[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�� ���š�� ������ �Œ� �P�µ�o���š�]�}�v��

mais ont perdu la capacité de transfert conjugatif. Ces éléments intégratifs mobilisables (IME 

pour Integrative and Mobilizable Elements) peuvent utiliser le système de conjugaison 

���[���µ�š�Œ���•��� �o� �u���v�š�•���P� �v� �š�]�‹�µ���•���u�}���]�o���•���‰�}�µ�Œ���•�������]�•�•� �u�]�v���Œ��[40, 54]. Ils sont dits mobilisables 

en trans. 

Les CIME (pour Cis-Mobilizable Elements) sont des éléments bordés de sites de 

�Œ�����}�u���]�v���]�•�}�v���}�¶���‰���µ�À���v�š���À���v�]�Œ���•�[�]�v�š� �P�Œ���Œ�������•���/���������‰�‰���Œ���v�š� �•���~�‰�Z� �v�}�u���v�������[�������Œ� �š�]�}�v�•�X�������•��

éléments peuvent ainsi être mobilisés en cis (par opposition à la mobilisation en trans des 

IME) dans une autre cellule [13, 54]. 

Il existe par ailleurs des éléments bordés de sites de recombinaison et possédant un 

module de recombinaison mais pas de gène permettant la conjugaison. Ces éléments sont 

���}�v���� �����‰�����o���•�� ������ �•�[���Æ���]�•���Œ�� ���š�� ������ �•�[�]�v�š� �P�Œ���Œ�� �����v�•�� �µ�v�� ���µ�š�Œ���� � �o� �u���v�š�� �P� �v� �š�]�‹�µ���� �u�}���]�o����[40, 

318].  

���[���µ�š�Œ���� �‰���Œ�š, un ICE présent chez B. subtilis, ICEBs1, est capable de mobiliser des 

�‰�o���•�u�]�����•���]�v�]�š�]���o���u���v�š����� ���Œ�]�š�•�����}�u�u�����v�}�v���u�}���]�o�]�•�����o���•���‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o�•���v�����‰�}�•�•�������v�š���v�]���}�Œ�]�P�]�v����������

transfert ni relaxase spécifique au transfert par conjugaison [231]. Les plasmides utilisent la 

�u�����Z�]�v���Œ�]���� ������ ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�� ���[�/����Bs1 et �o���� �Œ���o���Æ���•���� �v� �����•�•���]�Œ���� ���� �o�[�]�v�]�š�]���š�]�}�v�� ���µ�� �š�Œ���v�•�(���Œ�š��

conjugatif serait la relaxase plasmidique de réplication.  

De plus, les ICE de la famille SXT/R391 sont capables de mobiliser divers plasmides et 

������ �o�[�����E�� ���Z�Œ�}�u�}�•�}�u�]�‹�µ���� ���v��cis de la même manière que le plasmide F de type Hfr (High 

frequency of recombination) [174]. En particulier, chez Vibrio spp., des îlots génomiques 

possèdent une origine de transfert identique à 63 % à celle de la famille des ICE SXT/R391 

présente au sein de la même espèce. Cette séquence est reconnue par la relaxase codée par 

�o�[�/������ ���}-résident ce qui permet le transfert par mobilisation en trans. Les îlots peuvent 

�•�[���Æ���]�•���Œ�� �P�Œ�������� ���� �o���� �Œ�����}�u���]�v���•���� �‹�µ�[�]�o�•�� ���}�����v�š�� �u���]�•�� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������ �����o�o��-ci est dépendante 
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������ �Œ� �P�µ�o���š���µ�Œ�•�� ������ �o�[�/����. La rel���Æ���•���� �����•�� �/������ �^�y�d�l�Z�ï�õ�í�� �‰���µ�š�� � �P���o���u���v�š�� �Œ�����}�v�v���`�š�Œ���� �o�[oriT 

���[� �o� �u���v�š�•���]�v�š� �P�Œ� �•�����š�����}�v���µ�]�Œ���������o�����u�}���]�o�]�•���š�]�}�v�����v��cis de ces éléments [87].  

De même, chez S. agalactiae�U�� �����•�� �(�Œ���P�u���v�š�•�� ���[�����E�U�� �‰�}�µ�À���vt atteindre 334 kb et 

adjacents à des éléments génétiques mobiles peuvent être transférés en même temps que 

ces éléments de manière similaire au type Hfr [42].  

 

Ces données suggèrent un potentiel de transfert horizontal, pour les éléments décrits 

���}�u�u�����v�}�v���u�}���]�o�]�•�����o���•�����š���‰�}�µ�Œ���o�[�����E�����Z�Œ�}�u�}�•�}�u�]�‹�µ�����v���š�]�(�U���‰�o�µ�•��� �o���À� ���‹�µ�����o���•���‰�Œ� ���]���š�]�}�v�•��

�]�v�]�š�]���o���•�� �o�[���•�š�]�u���]���v�š�X�� ���]�v�•�]�U�� �o���•�� �/������ �}�v�š�� �µ�v���� �]�v�(�o�µ���v������ �•�µ�Œ�� �o���� ���Ç�v���u�]�‹�µ���� �P� �v�}�u�]�‹ue 

bactérienne extrêmement importante et complexe [231].  

 

 

2. Acquisition de nouvelles fonctions adaptatives par le transfert des ICE 

 

2.1. Apport de nouvelles fonctions par les ICE: un phénomène de 

grande ampleur 

 

���v���‰�o�µ�•�������•���(�}�v���š�]�}�v�•���v� �����•�•���]�Œ���•�����µ���š�Œ���v�•�(���Œ�š���������o�[�/�����U�������o�µ�]-ci peut également porter 

des gènes codant des fonctions pouvant conférer un avantage sélectif à l�[�Z�€�š��, tels que des 

gènes de résistance à des antibiotiques ou des gènes permettant la colonisation de nouvelles 

niches écologiques. Ces gènes seront alors transférés par le mécanisme de conjugaison et les 

fonctions codées par ces gènes pourront se disséminer dans la population. De nombreux 

���Æ���u�‰�o���•�� �}�v�š�� ��� �i���� � �š� �� ��� ���Œ�]�š�•�� ���}�v�����Œ�v���v�š�� �o�[���‰�‰�}�Œ�š�� �����•�� �/������ ���v�� �š���Œ�u���•�� ������ �À�]�Œ�µ�o���v������ ���� �o����

bactérie hôte.  

L�[�/������ �(�}�v���š�]�}�v�v���o�� �^�W�/-7 de Salmonella enterica serovar Typhi code de nombreux 

facteurs de pathogénicité, notamment le pili de type IV permettant l�[��dhésion aux cellules 

�������o�[�Z�€�š����[50].  

�>�[� �o� �u���v�š�� �/����Ec2�U�� �‰�Œ� �•���v�š�� ���Z���Ì�� �����•�� �•�}�µ���Z���•�� �‰���š�Z�}�P���v���•�� ���[Escherichia coli, est 

capable de transférer in vitro chez Salmonella enterica serovar Typhimurium et 
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Yersinia pseudotuberculosis. ICEEc2 porte 3 gènes de résistance à des antibiotiques ainsi que 

le gène Iha codant un sidérophore qui est �]�u�‰�o�]�‹�µ� �� �����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���[�µ�v���� �•�}�µ���Z���� ���v�š� �Œ�}-

hémorragique à des cellules eucaryotes [333]. L���� �‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� �•�]��� �Œ�}�‰�Z�}�Œ���U�� �(�����š���µ�Œ��

essentiel à la virulence de Yersinia pestis, Y. pseudotuberculosis et Y. enterocolitica, mais 

également produit par E. coli ���š���µ�v�����À���Œ�]� �š� �����[���v�š� �Œ�}�������š� �Œ�]���•�U�����•�š��� �P���o���u���v�š�����}��� �����‰���Œ���µ�v��

ICE [356].  

U�v�� �/������ ���[Enterococcus faecalis de 150 kb, transférable de manière intra- et inter-

espèce est impliqué dans la virulence de la souche hôte �‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o���‰�}�Œ�š���������•���P���v���•�����}�����v�š�������•��

toxines, des cytolysines, des protéines de surface, et des gènes améliorant sa capacité de 

colonisation du tractus gastro-intestinal [77, 227, 257].  

Les ICE appartenant à la famille SXT/R391, largement transmissibles chez les 

bactéries à coloration Gram négative, représentent �µ�v�����(���u�]�o�o�������[�/�������‹�µ�]�����}������de nombreux 

gènes de résistance aux antibiotiques, aux métaux lourds et aux désinfectants. SXT est 

présent notamment chez des souches de Vibrio cholerae épidémiques, Providencia rettgeri, 

Photobacterium damselae et Proteus mirabilis [10, 335, 436]. 

De plus, la famille des ICE Tn916/Tn1545 est responsable de la dissémination de 

gènes pouvant conférer des résistances au mercure et à des antibiotiques (à la tétracycline, 

au chloramphénicol, à la vancomycine, à la kanamycine, à la famille des macrolides, des 

lincosamides et des streptogramines) [76, 332]. Les membres de la famille des 

Tn916/Tn1545 sont les principaux responsables de la résistance à la tétracycline des espèces 

appartenant à la famille des Firmicutes [76]. Des ICE appartenant à la famille de Tn916 sont 

transférables parmi 35 genres bactériens différents évoluant dans différents 

environnements dont de nombreux entérocoques, Staphylococcus aureus, S. pneumoniae et 

Clostridium difficile. Tn1545 est identique à Tn916 mais possède en plus des insertions 

���[���µ�š�Œ���•�� �P���v���•��comme notamment le gène erm(B) conférant une résistance à 

�o�[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}�u�Ç���]�v�� [332]. En plus de coder des fonctions avantageuses, certains événements 

�o�]� �•�������o�[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�������•���/�������‰���µ�À���v�š�����}�v���µ�]�Œ���������o�[� �u���Œ�P���v���������[�µ�v���v�}�µ�À�����µ���‰�Z� �v�}�š�Ç�‰���X��Ainsi, 

l�[�]�v�•���Œ�š�]�}�v�� ������ �d�v916 ���v�� ���u�}�v�š�� ���[�µ�v�� �P���v���� ���}�����v�š�� �µ�v activateur ���[�µ�v���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �o�Ç�š�]�‹�µ�� chez 

E. faecalis �����‰�}�µ�Œ�����}�v�•� �‹�µ���v���������[���v�P���v���Œ���Œ���µ�v�����o�}�v����hyper hémolytique [185]. 
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Une analyse bioinformatique a montré que les souches de Clostridium difficile 

possèdent de nombreux ICE putatifs [46]. Ces éléments génétiques ont une localisation 

proche ce qui suggère des évènements de transferts horizontaux récents [46]. Des analyses 

bioinformatiques des éléments de C. difficile ont montré que la plupart des gènes 

accessoires codent des transporteurs de type ABC ou des pompes à efflux qui pourraient 

conférer des résistances aux antibiotiques. ���[���µ�š�Œ���•�� �P���v���•�� ���}�����v�š�������•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ������ �•�µ�Œ�(��������

qui pourraient permettre des interactions ���À�����������•�����}�u�‰�}�•���v�š�•���������o�[�Z�€�š����[46].  

De plus, de nombreux ICE (CTn) sont disséminés chez Bacteroïdes spp. La plupart de 

ces éléments confèrent la résistance à la tétracycline et sont transférables à E. coli. De plus, 

un des ICE est capable de mobiliser le transposon non conjugatif Tn4555, également présent 

chez Bacteroïdes spp., �‹�µ�]�� ���}������ �µ�v���� �t-lactamase à spectre étendu conférant ainsi une 

�Œ� �•�]�•�š���v���������µ�Æ���t-lactamines [318].  

 

Les exemples indiquant que les ICE jouent un rôle important en tant que vecteurs de 

gènes de virulence et résistance aux antibiotiques se multiplient, ce qui ouvre un champ 

���[���Æ�‰�o�}�Œ���š�]�}�v�� �]�v�š� �Œ���•�•���v�š concernant la compréhension des mécanismes adaptatifs et la 

dynamique génomique des bactéries pathogènes. 

 

 

2.2. Importance des échanges génétiques chez les streptocoques par le 

biais des ICE : exemples déjà décrits 

 

2.2.1. ICESt1 et ICESt3 de S. thermophilus  

 

ICESt1 et ICESt3, des éléments conjugatifs respectivement de 35,5 kb et 28 kb, sont 

intégrés à �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� �� �ï�[�� ���µ�� �P���v�� fda chez les souches CNRZ368 et CNRZ385 de 

S. thermophilus  [55, 307]. ICESt1 et ICESt3 sont bordés de séquences répétées de 27 pb. Ces 

éléments portent des modules de conjugaison et de recombinaison quasiment identiques et 

des modules de régulation apparentés [307]. ICESt1 et ICESt3 sont capables de transférer 
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entre souches de S. thermophilus [14]. Par ailleurs, ICESt3 est capable de disséminer vers des 

Firmicutes pathogènes ou non pathogènes (L. lactis, S. pyogenes et E. faecalis) [14]. Le 

transfert conjugatif est fortement induit en conditions de stress, comme en cas de 

���}�u�u���P���•�� ���� �o�[�����E�� �~�š�Œ���]�š���u���v�š�� ���� �o���� �uitomycine C) ou durant la phase stationnaire de 

croissance où les conditions de croissance ne sont plus optimales [14, 61]. Enfin, il a été 

�u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�[ICESt3 est capable de se répliquer de manière extrachromosomique [61].  

 

S. thermophilus est une bactérie utilisée dans la production de produits laitiers. La 

prolifération de bactériophages est un des facteurs pouvant gêner les processus de 

fermentation et entraîner des problèmes majeurs dans les usines de fabrication et 

transformation laitières. ICESt1 et ICESt3 codent chacun un système de restriction-

modification spécifique qui confère des propriétés endonucléasiques et une résistance aux 

phages. Ces fonctions peuvent être ainsi �����‹�µ�]�•���•�� �‰���Œ�� ���[���µ�š�Œ���•�� ���•�‰�������•��via le transfert des 

ICE [52]. 

 

 

 

2.2.2. ICESde3396 de S. dysgalactiae subsp. equisimilis 

 

ICESde3396 est un ICE fonctionnel retrouvé chez S. dysgalactiae subsp. equisimilis, et 

capable de transférer chez S. agalactiae et S. pyogenes. Cet élément a une taille de 64 kb et 

possède 66 ORF putatives. Il est intégré de façon adjacente au gène rplL codant une protéine 

ribosomique [89]. Trente-huit de ces ORF sont également codées par ICE_2603V/R_rplL 

présent chez la souche 2603 V/R de S. agalactiae, parmi lesquels on retrouve les gènes 

nécessaires au transfert des ICE mais également des facteurs de virulence putatifs dont des 

protéines de surface et des gènes conférant une résistance au cadmium et au cuivre. 

ICE_2603V/R_rplL et les autres ICE similaires détectés chez S. dysgalactiae subsp. equisimilis 

sont également intégrés à proximité du gène rplL. La différence entre les éléments 

ICE_2603V/R_rplL et ICESde3396 est une région de 18kb supplémentaire présente sur 

ICESde3396. Cette région porte 21 ORF réunies en 4 clusters présentant une homologie avec 

�����•�� �P���v���•�� ���[���µ�š�Œ���•�� �•treptocoques pathogènes (S. pyogenes, S. agalactiae) ou non 
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(S. thermophilus S. gordonii, S. parasanguinis) ���š�� ���[���µ�š�Œ���•�� �•�}�µ���Z���•�� �v�[���‰partenant pas à la 

famille des streptocoques (E. faecalis, Neisseria meningitidis, N. gonorrhoeae, Listeria 

innocua et L. lactis)�X�� �>�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�� �P� �v� �š�]�‹�µ���� ������ �����•�� �Z�}�u�}�o�}�P�µ���•�� �]�v���o�µt des gènes 

���•�•�}���]� �•�� ���� �����•�� � �o� �u���v�š�•�� �u�}���]�o���•�� �•�µ�P�P� �Œ���v�š�� �‹�µ���� �o���� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���� ���v�� �u�}�•���b�‹�µ���� ���[�/����Sde3396 

provient de multiples phénomènes de transferts horizontaux [89].  

U�v�� �š�Œ���À���]�o�� �Œ� �����v�š�� ���� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ�[�µ�v���� �v�}�µ�À���o�o���� �•�}�µ���Z���� ������S. dysgalactiae 

subsp. equisimilis (notée SDE1 sur la figure 4) possède un ICE similaire à ICESde3396 et que 

des gènes homologues à ceux portés par ICESde3396 sont répandus chez les streptocoques 

[391] (Figure 4). De plus, un ICE similaire à ICE_2603V/R_rplL, nommé ICESu32457 a 

également été détecté chez S. suis et confère une résistance à la tétracycline, à la 

streptomycine, à la kanamycine et aux macrolides  [296]. 

 

En conséquence, la famille des ICE similaires à ICESde3396 a disséminé parmi les 

streptocoques et serait donc un des éléments majeurs contribuant à la dynamique des 

génomes des streptocoques capable de conférer de multiples avantages sélectifs.  
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Figure 4. Carte présentant le pourcentage ���[�]�����v�š�]�š� �� ������ �P���v���•�� �‰�Œ� �•���v�š�•�� ���Z���Ì�� ���]�À���Œ�•���• 

souches de streptocoques par rapport aux gènes portés par ICESde3396 de 

S. dysgalactiae subsp. equisimilis en utilisant BLASTP (tiré de [391]). 

�>���•���(�o�����Z���•���Œ���‰�Œ� �•���v�š���v�š���o�[�}�Œ�]���v�š���š�]�}�v�������•���P���v���•�X 

 

 

2.2.3. Région de différence 2 (RD2) chez S. pyogenes 

 

Chez S. pyogenes, sur 12 souches séquencées étudiées, 55 prophages et 12 ICE ont 

� �š� ����� �š�����š� �•�����š���•�}�v�š���]�v�š� �P�Œ� �•�������î�í���o�}���]�����]�(�(� �Œ���v�š�•�X�����v�À�]�Œ�}�v���í�ì���9�����µ���P� �v�}�u�����v�[���‰�‰���Œ�š�]���v�š���‰���•��

au « core » génome de S. pyogenes et est ���}�u�‰�}�•� �����[� �o� �u���v�š�•���P� �v� �š�]�‹�µ���•���u�}���]�o���•���š���o�•���‹�µ����

des prophages et des ICE [16].  
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�>���� �•� �‹�µ���v�����P���� ���[�µ�v���� �•�}�µ���Z���� ������S. pyogenes du sérotype M28 majoritairement 

retrouvée dans les cas de septicémies et ���[infections des nouveaux nés a mis en évidence la 

présence de 2 régions géniques de 11,1 et 37,4 kb, nommées respectivement RD1 et RD2, 

spécifiques à ce sérotype [152]�X�������•���Œ� �P�]�}�v�•���•�}�v�š���•�]�š�µ� ���•�������o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[���������P���v���•�����}�����v�š�������•��

ARNt et sont bordées de séquences répétées. �>�[���Æ���]�•�]�}�v�� ������ �Z���î�� ���•�š�� �•�š�]�u�µ�o� ���� ���v�� ���}�v���]�š�]�}�v�•��

de stress de manière similaire à ICESt3 et sa capacité à transférer entre différentes souches 

de S. pyogenes a été démontrée [371]. 

 

De nombreuses protéines codées par RD2 sont similaires à celles codées par les ICE 

�]�v�š� �P�Œ� �•�� ���� �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� �� �ï�[�� ���µ�� �P���v���� ���Z�E�š�� �>ysine chez les souches 2603 V/R et NEM316 de 

S. agalactiae. Tandis que RD1 ne paraît coder aucun facteur de virulence, RD2 code 7 

protéines extracellulaires pouvant être impliquées dans la virulence de S. pyogenes M28 

[152, 369]. Notamment, l�[�µ�v���� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ������ �•�µ�Œ�(�������� �‰�Œ�}���µ�]�š���� �‰���Œ�� �o���� �P���v����spy1325 code 

une protéine de surface appartenant à la famille des antigènes �/�l�/�/�� �����‰�����o���� ���[�����Z� �Œ���Œ aux 

protéines salivaires [448]. La transcription de certains gènes de RD2 est régulée 

���]�(�(� �Œ���v�š�]���o�o���u���v�š�����v���(�}�v���š�]�}�v���������o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�������v�•���o���‹�µ���o��S. pyogenes se trouve (voies 

respiratoires humaines, sang, tractus urogénital féminin et liquide amniotique), ce qui 

�‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �o�µ�]�� �‰���Œ�u���š�š�Œ���� ���[�������‰�š���Œ�� �o���� �‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ������ �(�����š���µ�Œ�•�� ������ �À�]�Œ�µ�o���v������ ���v�� �(�}�v���š�]�}�v�� ������ �•���•��

besoins [152].  

 

RD2 est également présent chez des souches de streptocoques appartenant au 

groupe C et D de Lancefield [152, 371]. �>�[���v�•���u���o���� ������ �����•�� � �o� �u���v�š�•�� �•�µ�P�P���Œ�� des transferts 

horizontaux entre plusieurs espèces de streptocoques [152, 371]. 
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2.2.4. ICESe2 chez S. equi 

 

Un ICE présent chez une grande majorité des souches de S. equi, ICESe2, porte des 

gènes qui présentent des identités de séquences avec les ICE putatifs CDTn2 et CDTn5 

présents chez C. difficile et Tn1549 présent chez Enterococcus spp [169]. La recombinase 

���[ICESe2 est également homologue à celle portée par Tn5397 chez C. difficile [424]. 

ICESe2 code un système, nommé système équibactine, similaire au système 

yersiniabactine porté par un îlot génomique chez des souches de Yersinia pestis et E. coli. Le 

système est �]�u�‰�o�]�‹�µ� �� �����v�•�� �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ���µ fer et pourrait être un important facteur de 

virulence [169]. 

 

2.2.5. �>�[ICE 89 K chez S. suis 

 

S. suis sérotype 2 est �µ�v���‰���š�Z�}�P���v�����u���i���µ�Œ���Œ���•�‰�}�v�•�����o�������[� �‰�]��� �u�]���•�����Z���Ì���o�����‰�}�Œ�������š��

�o�[�,�}�u�u���X�� ���Z���Ì�� ������ �•� �Œ�}�š�Ç�‰���U��des souches portent un îlot de pathogénicité, nommé 89K et 

adjacent au gène rplL. La présence de 89K chez des souches de S. suis sérotype 2 est reliée à 

des épisodes épidémiques récents chez le porc. �>�[�`�o�}�š�� ���•�š�� �����‰�����o���� ������ �•�[���Æ���]�•���Œ�� ���š�� ������

transférer entre des souches de S. suis�X�� ���µ�� �•���]�v�� ������ �o�[�`�o�}�š, Tn916 est présent et confère une 

résistance à la tétracycline [238]. 

 

2.2.6. ICESp2905 chez S. pyogenes 

 

ICESp2905 est un élément génétique mobile transférable de manière intra-espèce et 

�Œ� �•�µ�o�š���� ������ �o�[�������Œ� �š�]�}�v�� ������ �����µ�Æ�� �/����, ICESp2906 et ICESp2907. ICESp2905 est intégré à 

�o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�� ���µ���P���v����rum codant la méthyltransférase ���]���o���v�š���o���•���Œ� �•�]���µ�•���µ�Œ�����]�o�����������o�[���Z�E. 

�������•�]�š�������[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v ���•�š���µ�v���‰�}�]�v�š�����Z���µ�������[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�������•��� �o� �u���vts génétiques mobiles chez 

les streptocoques [39]. ICESp2906 confère une résistance à la tétracycline tandis 

�‹�µ�[�/����Sp2907 confère une �Œ� �•�]�•�š���v�����������o�[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}�u�Ç���]�v����[145].  
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II.  S. agalactiae  �ã�� �—�•�� �•�‘�†�°�Ž�‡�� �†�ï�±�–�—�†�‡�� �†�‡�•�� ������ chez les 

streptocoques  

 

1. Streptococcus agalactiae  

 

1.1. Généralités 

 

�>�[�µ�v����des premières mises en évidence de microorganismes en forme de coques et 

liés en chaî�v���š�š���•�������v�•���o�[�,�]�•�š�}�]�Œ��������� �š� ���(���]�š�����‰���Œ���>�}�µ�]�•���W���•�š���µ�Œ��en 1879 ���o�}�Œ�•���‹�µ�[�]�o��� �š�µ���]���]�š���o����

fièvre puerpérale qui engendrait un fort taux de mortalité à la maternité. Les streptocoques 

ont été les premières espèces provoquant des maladies contagieuses à être étudiées. 

Historiquement, la classification des streptocoques est basée sur leurs propriétés 

sérologiques de paroi comme décrit par Rebecca Lancefield [221]. Il existe actuellement plus 

de 100 espèces de streptocoques connues et l���•�� ���o���•�•�]�(�]�����š�]�}�v�•�� ���}�v�š�]�v�µ���v�š�� ���[évoluer [11, 

119, 286].  

 

 

Streptococcus agalactiae appartient au groupe B des streptocoques selon la 

classification de Lancefield et est une des espèces représentant le groupe des streptocoques 

�‰�Ç�}�P� �v�]�‹�µ���•�� �‹�µ�]�� �‰�Œ�}���µ�]�•���v�š�� �µ�v���� �Z� �u�}�o�Ç�•���� ������ �š�Ç�‰���� �t-hémolytique sur gélose au sang 

(Figure 5). Elle a une forme de coque et est reliée en chaînette. S. agalactiae présente une 

coloration Gram positive et possède un métabolisme anaérobie aérotolérant avec une 

température optimale de croissance de 37°C. S. agalactiae est une espèce pathogène 

opportuniste principalement isolée �����v�•�������•�������•�����[�]�v�(�����š�]�}�v�•���Z�µ�u���]�v���•�����š�����}�À�]�v���•��[305]. Un 

premier cas de mammite chez une vache laitière due à S. agalactiae a été reporté en 1887 

tandis que �����•�� �����•�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�•�� �Z�µ�u���]�v���•�� �v�[�}�v�š�� � �š� ��détectés �‹�µ�[�µ�v���� ���]�v�‹�µ���v�š���]�v���� ���[���v�v� ���•��

plus tard [305].  
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Figure 5. Arbre phylogénétique chez les streptocoques basé sur la comparaison des 

séquences ���µ���P���v�������}�����v�š���o�[���Z�E���Œ�]���}�•�}�u�]�‹�µ����16S (tiré de [286]). 

Certaines espèces ne sont pas présentées sur la figure à des fins de simplification. Les streptocoques, 

���� �o�[���Æ�����‰�š�]�}�v�� ������S. thermophilus et de S. macedonicus, sont toutes des espèces pouvant être 

impliquées �����v�•�������•���]�v�(�����š�]�}�v�•�����Z���Ì���o�[�,�}�u�u�� et/�}�µ���o�[���v�]�u���o�X�� 

 

 

Tous les isolats cliniques de S. agalactiae possèdent une capsule polysaccharidique. 

Dix différents types capsulaires ont été identifiés. Décrite depuis longtemps, la capsule 

polysaccharidique confère une résistance au système immunitaire et représente un facteur 

de virulence majeur de S. agalactiae [258, 341]. De nombreuses études ont été réalisées sur 

la caractérisation des capsules puisque des anticorps dirigés contre celles-ci confèrent une 
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protection immunologique contre S. agalactiae. ���v���(�}�v���š�]�}�v�����µ���o�]���µ�����[�]�•�}�o���u���v�š�������•���•�}�µ���Z���•��

de S. agalactiae ���š�� ������ �o�[���P���� �����•�� �‰���š�]���v�š�•, la répartition des sérotypes capsulaires 

res�‰�}�v�•�����o���•�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�•�� ���]�(�(���Œ�� mais les principaux sérotype�•�� �Œ���•�‰�}�v�•�����o���•�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�•��

sont les souches appartenant aux sérotypes Ia, Ib, II, III et V (Tableau 2) [27, 113, 265, 343, 

397]. 

 

 

Tableau 2. Répartition des sérotypes capsulaires de S. agalactiae en fonction du lieu, des 

���v�v� ���•�����[�]�•�}�o���u���v�š�����š�������•���‰���š�]���v�š�•�X 

   Sérotypes capsulaires   

Lieu Années Isolement Ia Ib II III V Source 

USA 1992/1993 Nouveaux nés infectés 33% 9% 6% 38% 11% [27] 

USA 1992/1993 Adultes infectés 34% 8% 6% 20% 29% [27] 

Pologne 1996/2005 Population totale en portage ou infectée 20% 13% 10% 36% 17% [343] 

Portugal 2001/2008 Adultes non enceintes infectés 35% 9% 12% 15% 20% [265] 

France 2007/2010 Adultes infectés 23% 10% 11% 26% 23% [397] 

Monde 1980/2011 Nouveaux nés infectés 23% 7% 6% 49% 9% [113] 
  

 

 

1.2. S. agalactiae: une bactérie pathogène ���Z���Ì���o�[�,�}�u�u�� 

 

1.2.1. Portage  

 

S. agalactiae est une bactérie commensale qui colonise les femmes et les hommes. 

Ainsi, on retrouve S. agalactiae en portage sain au niveau du tractus génital (27% pour les 

femmes et 32% pour les hommes), sur la peau, dans la gorge et au niveau anal 

(respectivement 2 %, 4 % et 14 %) [416]. Des infections à S. agalactiae ont été reportées de 

manière croissante �i�µ�•�‹�µ�[���v��1970. A cette date, une infection par S. agalactiae chez un 

nouveau né conduisait à un taux de mortalité de 55% [271]. Des méthodes prophylactiques 
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par �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� �‰�}�µ�Œ�� �‰�Œ� �À���v�]�Œ�� �o���� �š�Œ���v�•�u�]�•�•�]�}�v�� ������S. agalactiae de la mère à 

�o�[���v�(���v�š�� ���µ�Œ���v�š�� �o�[�������}�µ���Z���u���v�š�� �}�v�š permis de réduire ce taux à 5% [94]. S. agalactiae 

constitue néanmoins encore la cause principale de septicémies chez les nouveaux nés et 

représente ���v�À�]�Œ�}�v�� �ô�ì�ì�� �����•�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�•�� �v� �}�v���š���o���•�� �]�v�À���•�]�À���•�� �‰�Œ�}�À�}�‹�µ���v�š�� ���v�š�Œ���� �ñ�ì�� ���š�� �í�ì�ì��

décès chaque année en France (www.pasteur.fr). 

 

 

 

1.2.2. Infections chez les nouveaux nés 

 

On distingue �����µ�Æ���•�š�������•���‰�}�•�•�]���o���•�����[�]�v�(�����š�]�}�v�����Z���Ì���o���•���v�}�µ�À�����µ�Æ���v� �•���•�µ�Œ���o���������•�������[�µ�v��

�o���Œ�P���� � �À���v�š���]�o�� ���[�}���•���Œ�À���š�]�}�v�•�� ���o�]�v�]�‹�µ���•�X�� �h�v���� �‰�Œ���u�]���Œ���� �‰�Z���•���� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�� ����S. agalactiae dite 

« aigue» (« early onset ») touche les nouveaux nés de moins de 7 jours souffrant 

majoritairement de détresses respiratoires et de pneumonies pouvant progresser 

rapidement en chocs septiques. La phase « tardive » ���[�]�v�(�����š�]�}�v��(« late onset ») entraîne le 

plus souvent une méningite, accompagnée ou no�v�� ���[�µ�v���� �•���‰�š�]��� �u�]��, et touche 

majoritairement les nouveaux nés de plus ���[�µ�v���� �•���u���]�v���� ���š�� �i�µ�•�‹�µ�[���� �ï�� �u�}�]�•��[305, 353] 

(Figure 6). Les infections précoces mais également les infections tardives pourraient avoir 

essentiellement comme origine une transmission mère-���v�(���v�š�����µ�Œ���v�š���o�[�������}�µ���Z���u���v�š��ou via 

�o�[�����•�}�Œ�‰�š�]�}�v���������o�]�‹�µ�]���������u�v�]�}�š�]�‹�µ��.  

 

 

 

Figure 6�X�����š���‰���•�����[�]�v�(�����š�]�}�v��������S. agalactiae chez les nouveaux nés (tiré de [101]). 
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75% des infections à S. agalactiae chez les nouveaux nés sont des infections dites 

précoces [357]. La rupture précoce �����•���u���u���Œ���v���•�����À���v�š���o�[�������}�µ���Z���u���v�š�U���o����prématurité et 

la faiblesse du poids à la naissance paraissent constituer des facteurs �(�����]�o�]�š���v�š���o�[�]�v�À���•�]�}�v��������

S. agalactiae. Les enfants ayant survécu à une infection à S. agalactiae peuvent développer 

des séquelles sur le long terme (pertes auditives, de vision ou déficiences intellectuelles) 

[242, 353].  

Il est à noter que les souches le plus souvent associées aux infections invasives 

néonatales sont les souches appartenant au complexe clonal ST17 [240, 266]. 

 

 

1.2.3. Infections chez les adultes 

 

En parallèle au déclin des infections chez les nouveaux nés, une augmentation des 

infections chez les personnes adultes a été observée�X�� �>���� �u�}�Ç���v�v���� ���[���P���� �����•�� �‰���Œ�•�}�v�v���•��

adultes atteintes par une infection à S. agalactiae est de 60 ans [397]. La mortalité associée 

���•�š�� ���[���v�À�]�Œ�}�v�� �î5% et les personnes atteintes possèdent souvent une santé préalablement 

déjà affaiblie �‰���Œ�� �����•�� �]�v�(�����š�]�}�v�•�� �µ�Œ�]�v���]�Œ���•�U�� ���µ�� ���]�������š���U�� �µ�v�� �����Œ���]�v�}�u���U�� �}�µ�� ���[���µ�š�Œ���•�� �u���o�����]��s 

chroniques ou fragilisant la santé des patients [121, 305, 397]. Les infections majeures chez 

les adultes consistent en des infections de la peau, des tissus mous, des os, des péritonites, 

des infections urinaires et des pneumonies. De manière plus rare, S. agalactiae est 

�Œ���•�‰�}�v�•�����o�������[���Œ�š�Z�Œ�]�š��s septiques�U���������u� �v�]�v�P�]�š���•�����š�����[���v���}�����Œ���]�š���• [81, 121, 154, 264, 270, 

278, 320, 397]. 

 

 

1.3. S. agalactiae: une bactérie pathogène vétérinaire 

 

�����v�•�� �o�[�]�v���µ�•�š�Œ�]���� �o���]�š�]���Œ���U�� �oes mammites bovines, cliniques et sub-cliniques, 

représentent une source de perte économique majeure. En 1970, S. agalactiae et 

Staphylococcus aureus représentaient les deux principaux pathogènes responsables de la 

perte de 10% du lait annuel [186]. Streptococcus bovis a été également relié à des cas de 

mammites chez les bovins, des endocardites [8], des méningites [283, 293, 374, 389] et est 
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associée à �����•�������v�����Œ�•�����µ�����}�o�}�v�����Z���Ì���o�[�,�}�u�u����[319]. Streptococcus uberis est une bactérie 

commensale retrouvée en portage sain chez les bovins et provoque également des 

mammites. S. uberis, Escherichia coli et les staphylocoques à coagulase positive sont 

actuellement les causes majeures de mammites à travers le monde [33, 426]. Les mesures 

prophylactiques initiées p�}�µ�Œ�����]�u�]�v�µ���Œ�� �o�[���‰�‰���Œ�]�š�]�}�v�� ������ �u���u�u�]�š���•��ont contribué à diminuer 

les pertes économiques liées aux �����•�����[�]�v�(�����š�]�}�v������S. aureus et S. agalactiae mais ont eu peu 

���[���(�(���š��sur les infections à S. uberis [426].  

 

S. agalactiae devient également un pathogène émergent des poissons chez qui les 

infections sont caractérisées par des méningites et des septicémies [112, 117]. Les taux de 

mortalité et le nombre de cas sont très importants chez le cichlidé Tilapia du Nil [273]. De 

plus, S. agalactiae a été isolée �o�}�Œ�•�����[�]�v�(��ctions chez des chiens, des chats, des chevaux, des 

dauphins, des varans émeraude, des crocodiles et des souris [25, 41, 117, 118, 171, 445, 

446].  

 

 

1.4. �Z���o���š�]�}�v�•�����v�š�Œ�����•�}�µ���Z���•�����[�}�Œ�]�P�]�v�����Z�µ�u���]�v�������š���À� �š� �Œ�]�v���]�Œ�� 

 

La diversité génétique est plus importante chez les souches humaines que chez les 

souches bovines. Il est à noter que les souches humaines et bovines appartiennent à des 

groupes phylogénétiques différents [24, 30, 327, 380, 390] même si une autre étude par 

comparaison génomique par hybridation sur puce à ADN a suggéré que la souche NEM316 

serait �‰�Œ�}���Z���� ���[�µ�v���� �•�}�µ���Z���� ���[�}�Œ�]�P�]�v���� ���}�À�]�v����[41]. Une grande partie des facteurs de 

virulence de S. agalactiae paraît être codée par des éléments génétiques mobiles et leur 

contenu en gènes est variable ���[�µ�v�����•�}�µ���Z���������µ�v�������µ�š�Œ���X��La présence de gènes spécifiques, 

notamment de virulence, permettrait aux souches ������ �•�[�������‰�š���Œ�� �‰�o�µ�•��précisément aux 

conditions rencontrées dans leur écosystème [41, 45, 327]. Il a été néanmoins montré que 

des souches de S. agalactiae pathogènes ���[�}�Œ�]�P�]�v����humaine peuvent provoquer des 

mammites chez les bovins et que des souches ���[�}�Œ�]�P�]�v�����Z�µ�u���]�v�� � �š���]���v�š�������‰�����o���•�����[�����Z� �Œ���Œ��

à des cellules épithéliales bovines [37, 191, 415]. Une étude a montré qu���� �o�[� �o�}�]�P�v���u���v�š��

phylogénétique entre une souche de S. agalactiae �]�•�}�o� �������[�µ�v�������•���������u� �v�]�v�P�]�š�����������‰�}�]�•�•�}�v��et 
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���[�µ�v���� �•�}�µ���Z���� �Z�µ�u���]�ve ���•�š�� �‰�o�µ�•���(�}�Œ�š���‹�µ���� �o�[� �o�}�]�P�v���u���v�š�����v�š�Œ���� �����•�� �]�•�}�o���š�•�����}�À�]�v�• et humains. 

�������]���‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ���‰���Œ���o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š���š�Œ���•�����]�(�(� �Œ���v�š���Œ���v���}�v�š�Œ� ���‰���Œ�������š�š�����•�}�µ���Z����[41].  

 

De manière notable, une étude a montré que les souches ST17 se regroupent de 

manière plus proche avec la population des souches bovines que les autres souches 

humaines [24]. �E� ���v�u�}�]�v�•�U�������•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���Œ���•�š���v�š�����}�v�š�Œ���À���Œ�•� �•���‰�µ�]�•�‹�µ�������[���µ�š�Œ��s auteurs ont 

montré que, sur une collection de souches humaines et bovines, aucune souche bovine ne 

�•�[���‰�‰���Œ���v�š�� aux souches ���[�}�Œ�]�P�]�v���� �Z�µ�u���]�v����ST17 [41]. La divergence dans les conclusions 

des deux ét�µ�����•�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ�� �‰���Œ�� �o�[� �u���Œ�P���v������ ������ �v�}�µ�À�����µ�Æ�� ���o�}�v���•�� �‰�}�µ�À���v�š�� ���]���]�•���Œ��

�o�[���v���o�Ç�•����[41]. 

 

Une comparaison par MLST (Multi Locus Sequence Typing) et sérotypage moléculaire 

de souches de S. agalactiae isolées de différents hôtes a montré que des souches isolées de 

dauphins et de poissons au Koweït ���À���]���v�š���o�����u�!�u�����‰�Œ�}�(�]�o���P� �v� �š�]�‹�µ�����‹�µ�[�µ�v�����•�}�µ���Z�������[�}�Œ�]�P�]�v����

humaine au Japon [117]. De plus, les souches prélevées chez les chiens et les chats 

paraissent plus proches des souches humaines que des souches bovines de S. agalactiae, ce 

qui pourrait indiquer un lien épidémiologique [446].  

 

Les relations clonales entre les isolats de S. agalactiae paraissent se définir 

�u���i�}�Œ�]�š���]�Œ���u���v�š�����v���(�}�v���š�]�}�v���������o�[�Z�€�š�������š�������•���Œ���o���š�]�}�v�•��� �‰�]��� �u�]�}�o�}�P�]�‹�µ���•�����v�š�Œ�����Z�€�š���• et non 

en fonction de la localisation géographique des souches. 

 

 

1.5. Manifestations des infections au niveau cellulaire 

 

Les manifestations cliniques des streptocoques sont variées. Bien que S. agalactiae 

soit étudiée depuis des décennies, peu de facteurs de virulence sont actuellement connus. 

S. agalactiae est capable de franchir les barrières que représentent les muqueuses et, une 

fois dans le système sanguin, peut survivre au système immunitaire pour se multiplier 

massivement. La virulence de S. agalactiae �•�[�������}�u�‰���P�v����ainsi ���[�µ�v����adhésion et ���[une 

invasion des macrophages et des cellules épithéliales et endothéliales [144, 340, 414]. Pour 
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������ �(���]�Œ���U�� �o���� �‰���š�Z�}�P���v���� ���}�]�š�� �‰�Œ�}���µ�]�Œ���� ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �(�����š���µ�Œ�•�� ������ �À�]�Œ�µ�o���v������ ���š�� �•�[�������‰�š���Œ�� ���µ�Æ��

modifications de son environnement. Différentes protéines intra- ou extracellulaires ont été 

décrites comme jouant un rôle majeur dans le pouvoir pathogène de S. agalactiae, 

�v�}�š���u�u���v�š�U�� �����v�•�� �o�[� �š���‰���� ���o� �� �‹�µ�[���•�š�� �o�[�����Z� �•�]�}�v. Des toxines formant des pores dans les 

�u���u���Œ���v���•���������o�[�Z�€�š�����‰���Œ�u���š�š���v�š���o�[���v�š�Œ� �������µ���‰���š�Z�}�P���v���������v�•���o���•�������o�o�µ�o���• cibles ainsi que sa 

���]�•�•� �u�]�v���š�]�}�v�X�� ���[���µ�š�Œ���•�� �(�����š���µ�Œ�•�� ������ �À�]�Œ�µ�o���v������ �i�}�µ���v�š�� �µ�v�� �Œ�€�o���� �����v�•�� �o�[� ���Z���‰�‰���u���v�š�� ���µ�Æ��

��� �(���v�•���•���������o�[�Z�€�š�������v�����u�‰�!���Z���v�š���o�����Œ�����}�v�v���]�•�•���v������������S. agalactiae �‰���Œ���o�[�Z�€�š�������}�u�u�����v�}�v��

soi, en augmentant la survie intra-macrophages et en clivant des composants du sérum ou 

des protéines humaines. S. agalactiae �‰���µ�š�� �Œ� �•�]�•�š���Œ�� ���� �o�[�����š�]�}�v�� �����•�� �‰���‰�š�]�����•�� ���v�š�]�u�]���Œ�}���]���v�•��

�����š�]�}�v�]�‹�µ���•�� �~���D�W�•�� �‰�Œ�}���µ�]�š�•�� �‰���Œ�� �o���•�� �����o�o�µ�o���•�� ���µ�� �•�Ç�•�š���u���� �]�u�u�µ�v�]�š���]�Œ���� �]�v�v� �� ������ �o�[�Z�€�š����

notamment en modifiant la charge de sa surface cellulaire.  

 

La persistance des infections humaines et vétérinaires à S. agalactiae souligne le 

besoin de mesures prophylactiques et thérapeutiques supplémentaires. La mise en place de 

ces mesures passe par une meilleure compréhension du cycle pathogène ���š�����}�v�����‰���Œ���o�[� �š�µ������

des moyens mis en jeu par S. agalactiae �‰�}�µ�Œ���•�[�������‰�š���Œ������différentes niches écologiques sur 

le plan moléculaire et cellulaire. 

 

 

 

2. Caractéristiques génomiques de S. agalactiae 

 

2.1. ���À���v��� ���•���•�µ�Œ���o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�����������}�v�v� ���•���P� �v�}�u�]�‹�µ���•��������S. agalactiae 

 

Les génomes de deux sérotypes capsulaires de S. agalactiae ont été entièrement 

séquencés pour la première fois en 2002 �W���o�����•�}�µ���Z�����E���D�ï�í�ò���Œ���•�‰�}�v�•�����o�������[�µ�v�������•���(���š���o��������

septicémie [146] et la souche 2603 V/R [401]. En 2005, 6 génomes supplémentaires ���[�]�•�}�o���š�•��

humains de S. agalactiae ont été rendus disponibles : génome de la souche A909, isolée en 

�í�õ�ï�ð�����[�µ�v�������•���������•���‰�š�]��� �u�]���V���������o�����•�}�µ���Z���������:�í�í�í�U���]�•�}�o� �������v���í�õ�õ�ì�����[�µ�v���‰�Œ� �o���À���u���v�š���•���v�P�µ�]�v; 

de la souche H36b; de la souche 18RS21; de la souche COH1 isolée de sang et de la souche 

�ñ�í�ñ�� �]�•�}�o� ���� ���µ�� �(�o�µ�]������ ��� �Œ� ���Œ�}�•�‰�]�v���o�� ���[�µ�v�� �v�}�µ�À�����µ�� �v� �� ���v�� �í�õ�ó�ó  [400]. En 2011, la première 
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souche de S. agalactiae �]�•�}�o� ���� ���[�µ�v�� �����•�� ���� mammite en 1987 a été séquencée (souche FSL 

S3-026) [99, 327]. Les caractéristiques des souches sont notées dans le tableau 3. 

 

 

Tableau 3. Sérotypes capsulaires, complexes clonaux ���š���v�µ�u� �Œ�}�•�����[���������•�•�]�}�v�������•���•�}�µ���Z���•��

séquencées de S. agalactiae. 

 

Souches 
Sérotype 
capsulaire 

Complexe 
clonal N° d'accession 

NEM316 III ST23 NC_004368 
2603 V/R V ST110 NC_004116 
A909 Ia ST7 NC_007432 
CJB111 V ST1 NZ_AAJQ00000000 
H36b Ib ST6 NZ_AAJS00000000 
18RS21  II ST19 NZ_AAJO00000000 
COH1  III ST17 NZ_AAJR00000000 
515 Ia ST23 NZ_AAJP00000000 
FSL S3-026 III ST67 AEXT01000000 

  

 

 

La taille des génomes séquencés des souches humaines atteint environ 2,2 Mb et ils 

codent �i�µ�•�‹�µ�[�����î�í�ó�ñ���‰�Œ�}�š� �]�v���•��[146, 400, 401] �š���v���]�•���‹�µ�����o�����P� �v�}�u�����������o�����•�}�µ���Z�������[�}�Œ�]�P�]�v����

bovine mesure 2,4 Mb et code 2334 protéines [327]. Le pourcentage génique en G+C est 

respectivement ���[���v�À�]�Œ�}�v�� ������ �ï�ñ,6 % et 36,1% pour les souches pathogènes humaines et 

bovine [146, 327]. Neuf pourcents seulement du génome de la souche NEM316 est unique à 

S. agalactiae et 55 % des gènes prédits possèdent un orthologue chez S. pyogenes ce qui 

représente un large réservoir commun entre ces deux espèces. La moitié des gènes ne 

�‰�}�•�•� �����v�š���‰���•�����[�}�Œ�š�Z�}�o�}�P�µ���•�����Z���Ì��S. pyogenes �•�����Œ���P�Œ�}�µ�‰���v�š���•�}�µ�•���(�}�Œ�u�������[�`�o�}�š�•���P� �v�}�u�]�‹�µ���•��

dont beaucoup pourraient coder des facteurs de virulence [146].  
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2.2. Flexibilité du génome de S. agalactiae 

 

�>�[���������•�����µ�Æ���•� �‹�µ���v�����•�������• génomes de 8 souches de S. agalactiae ���[�}�Œ�]�P�]�v�����Z�µ�u���]�v����

���‰�‰���Œ�š���v���v�š�� ���µ�Æ�� �‰�Œ�]�v���]�‰���µ�Æ�� �•� �Œ�}�š�Ç�‰���•�� �Œ���•�‰�}�v�•�����o���•�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�•�� ���� �‰���Œ�u�]�•�� ���[�}���•���Œ�À���Œ la 

diversité du pool génique variable chez ces différentes souches [400]. Le génome conservé, 

dit « core génome », de S. agalactiae (humain et bovin) représente 80 % du génome total, 

dit « pan génome �i�U�� ���}�u�‰�Œ���v���v�š�� �o�[�]�v�š� �P�Œ���o�]�š� �� �����•�� �P���v���•�� ������ �š�}�µ�š���•�� �o���•�� �•�}�µ���Z���•�X La partie 

flexible du génome de S. agalactiae représente pour sa part 20 % du pan génome. Elle 

compte notamment soixante-neuf îlots génomiques présents dans les génomes des 8 

�•�}�µ���Z���•�� ���[�}�Œ�]�P�]�v���� �Z�µ�u���]�v���U��dont certains sont caractérisés par un pourcentage en G+C 

divergeant du « core » génome (Figure 7) [400].  

 

Des travaux combinant des approches in vitro et in silico ont mis en évidence la 

dynamique du génome de S. agalactiae et ont permis de suggérer une histoire évolutive 

[42]�X�� �����•�� �(�Œ���P�u���v�š�•�� ���[�����E�� �‰�}�µ�À���v�š�� ���À�}�]�Œ�� �µ�v���� �š���]�o�o���� �i�µ�•�‹�µ�[����334 kb sont capables de 

�š�Œ���v�•�(� �Œ���Œ�����Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���u���v�š���‰���Œ�����}�v�i�µ�P���]�•�}�v�������‰���Œ�š�]�Œ���������u�µ�o�š�]�‰�o���•���•�]�š���•�����[�]�v�]�š�]���š�]�}�v��[42]. Il a 

été montré in silico que les génomes des huit souches séquencées de S. agalactiae sont 

���}�u�‰�}�•� �•�� ���[�µ�v���� �u�}�•���b�‹�µ���� ������ �o���Œ�P���•�� �(�Œ���P�u���v�š�•�� ���Z�Œ�}�u�}�•�}�u�]�‹�µ���•�� �‰�Œ�}�À���v���v�š�� ������ ���]�(�(� �Œ���v�š�•��

ancêtres. Ces éléments suggèrent que la dynamique du génome de S. agalactiae 

�‰�Œ�}�À�]���v���Œ���]�š�U�����v�š�Œ�������µ�š�Œ���U�����[� ���Z���v�P�������[�µ�v�����]�u�‰�}�Œ�š���v�š�����‹�µ���v�š�]�š� ���������u���š� �Œ�]���o���P� �v� �š�]�‹�µ���������v�•��

son milieu naturel entre souches de S. agalactiae ou avec une autre espèce [42]. 

 

Trois cent cinquante huit gènes ont été retrouvés chez une seule des 8 souches 

humaines. Beaucoup de ces gènes souche-dépendants sont situés sur des éléments 

génétiques mobiles putatifs. Chaque séquençage supplémentaire de souches de 

S. agalactiae �‰���Œ�u���š�š�Œ���]�š����������� �š�����š���Œ���ï�ï���v�}�µ�À�����µ�Æ���P���v���•���•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•�����[�µ�v�����•�}�µ���Z����[400]. 

 

183 gènes sont spécifiques à la souche de S. agalactiae ���[�}�Œ�]�P�]�v���� ���}�À�]�v����[327]. Une 

�P�Œ���v������ �‹�µ���v�š�]�š� �� ������ �•� �‹�µ���v�����•�� ���[�]�v�•���Œ�š�]�}�v�� ���•�š�� �‰�Œ� �•���v�š���� ���Z���Ì�� �����š�š���� �•�}�µ���Z���� �~�õ�ó�•�� �‰���Œ�� �Œ���‰�‰�}�Œ�š��

aux  8 souches humaines (20). La très forte proportion de séq�µ���v�����•�� ���[�]�v�•���Œ�š�]�}�v�� �����v�•�� �o����

�P� �v�}�u���� �~�ð�X�ï�9�•�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ�� �‰���Œ�� �µ�v�� �‰�Z� �v�}�u���v���� ������ �P�}�µ�o�}�š�� ���[� �š�Œ���v�P�o���u���v�š�� �Œ� �•�µ�o�š���v�š��

���[�µ�v���� �]�•�}�o���š�]�}�v�� ������ �o���� �‰�}�‰�µ�o���š�]�}�v��[327]. Ces travaux suggèrent que la probabilité de 
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réarrangements génomiques est plus élevée chez la souche bovine que chez les souches 

�]�•�}�o� ���•���������‰�}�Œ�š���P�����Z�µ�u���]�v���}�µ�����[�]�v�(�����š�]�}�v�•���Z�µ�u���]�v���•��[327]. 

 

 

 

Figure 7. Alignement des pan génomes des souches de S. agalactiae ���[�}�Œ�]�P�]�v����

humaine séquencées (tiré de [400]). 

Les 8 génomes ont été comparés en utilisant les analyses COG et NUCMER. Chaque génome (nom de 

la souche surligné) est coloré avec un gradient allant du jaune (nucléotide 1) au bleu (fin). Les 

différences de couleur entre une séquence référence et les autres génomes indiquent des régions 

codant des protéines qui ont été réarrangées. Les segments non colorés indiquent des régions 

���}�����v�š���•�� �����v�•�� �o���•�‹�µ���o�o���•�� �o���•�� �P���v���•�� �v���� �•�}�v�š�� �‰���•�� ���}�v�•���Œ�À� �•�X�� �>���•�� ���}�v�š�]�P�•�� �}�¶�� �o���•�� �P���v���•�� �v�[�}�v�š�� �‰���•��

���[�Z�}�u�}�o�}�P�µ���•���‰���Œ���o�[���v���o�Ç�•�����E�h���D���Z���•�}�v�š���Œ� �‰���Œ�š�]�•�����v�����o�}���•���Œ�}�µ�P���•�X 
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Prises collectivement, toutes ces données suggèrent que le « pan » génome de 

S. agalactiae est ouvert mais que la possibilité de transfert génétique entre souches de 

S. agalactiae ���[�}�Œ�]�Pine humaine ou vétérinaire paraît faible même si des transmissions 

peuvent avoir lieu entre espèces en cas de contacts prolongés [256, 400]. Il est à noter que la 

différenciation observée entre les souches humaines et bovines paraît clairement liée à des 

mécanismes de dynamique génomique via des transferts horizontaux. La mise en évidence 

de 2 cas de transfert de gènes entre la souche FSL S3-�ì�î�ò�� ���š�� ���[���µ�š�Œ���•�� ���•�‰�������•��pathogènes 

bovines (S. uberis et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae�•���•�µ�P�P���Œ�����o�����‰�}�•�•�]���]�o�]�š� �����[�µ�v���š���µ�Æ���‰�o�µ�•��

élevé de transfert horizontal entre différentes espèces de streptocoques évoluant dans le 

�u�!�u�������v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š���‹�µ�[���v�š�Œ����souches de S. agalactiae �‰�Œ�}�À���v���v�š�����[hôtes différents [327]. 

Dans ce contexte, le transfert inter-espèce pourrait effectivement être plus avantageux pour 

S. agalactiae �‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o�� �o�µ�]�� �‰���Œ�u���š�š�Œ���]�š�� ���[�����‹�µ� �Œ�]�Œ�� �����•�� �(�}�v���š�]�}�v�•�� �µ�š�]�o���•�� �����v�•�� �o���� �u�]�o�]���µ�� �����v�•��

lequel la souche évolue : notamment des systèmes de résistance différents en fonction des 

antibiotiques utilisés en milieu vétérinaire et en milieu hospitalier ou encore des facteurs de 

virulence adaptés à un hôte spécifique. 

 

 

 

2.3. Diversité des ICE chez S. agalactiae 

 

�>�[���v���o�Ç�•���������•���/���������Z���Ì���ô���•�}�µ���Z���•���•� �‹�µ���v��� ��s a révélé la diversité et la plasticité des 

éléments intégrés chez S. agalactiae. Trente-cinq ICE ou éléments apparentés sont répartis 

entre quinze différents loci au sein des génomes des 8 souches étudiées (Figure 8). La 

�‰�o�µ�‰���Œ�š�� �����•�� �o�}���]�� ���[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�� ������ �����•�� � �o� �u���v�š�•�� �•�}�v�š�� �����•�� �P���v���•�� ��odant des ARNt ou des 

protéines ribosomiques [40]. Tn916 et TnGBS �•�}�v�š�� ���]�v�•�]�� �Œ���š�Œ�}�µ�À� �•�� ���� �ð�� �•�]�š���•�� ���[�]�v�•���Œ�š�]�}�v��

différents (Figure 8). Douze des éléments détectés possèdent un site attI interne ce qui 

suggère que ce sont des éléments composites provenant ������ �o�[accrétion de différents 

éléments génétiques mobiles [307]. 

 

 

�>���•��� �o� �u���v�š�•���]�v�š� �P�Œ� �•�������o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���P���v�������}�����v�š���µ�v�����Z�E�š���>�Ç�•�]�v�����]�o�o�µ�•�š�Œ���v�š�����]���v��

la plasticité des ICE et leur prévalence puisque toutes les souches séquencées étudiées de 
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S. agalactiae possèdent un élément à ce locus (Figure 9) [40]. De plus, beaucoup de 

protéines codées par les éléments intégrés à ce locus possèdent une identité de séquence 

forte par rapport à des protéines produites par S. pyogenes, S. suis, S. pneumoniae et 

S. dysgalactiae subsp. equisimilis [307]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Carte génomique indiquant les positions des ICE ou éléments en dérivant chez 8 

souches séquencées étudiées de S. agalactiae (tiré de [40]). 

Les ICE apparaissent sous formes de cercles, les IME sous forme de triangles, les CIME sous forme de 

�����Œ�Œ� �•�� �~�u���Œ�‹�µ� �•�� ���À������ �µ�v���� ���Œ�}�]�Æ�� �o�}�Œ�•�‹�µ�[�]�o�•�� �‰�}�Œ�š���v�š�� �µ�v�� �P���v���� ���}�����v�š�� �µ�v���� �]�v�š� �P�Œ���•���•�� ���š�� �o���•�� ���µ�š�Œ���•�� �`�o�}�š�•��

génomiques sous forme de croix. Les éléments qui sont identiques chez différentes souches 

apparaissent côte à côte sur la même ligne.  
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Figure 9. Schéma représentant la diversité et la plasticité des éléments intégrés à 

�o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����[�µ�v gène codant un ARNt Lysine chez 7 des souches séquencées de 

S. agalactiae (tiré de [40]). 

 

 

 

Des analyses par puce à ADN �µ�š�]�o�]�•���v�š�� ���}�u�u���� �u���š�Œ�]������ �o�[�����E�� �P� �v�}�u�]�‹�µ���� ���� 36 

souches de S. agalactiae ���[�}�Œ�]�P�]�v���� ���}�À�]�v���� ���š�� �Z�µ�u���]�v���U�� ���‰�‰���Œ�š���v���v�š�� ���� ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� ���}�u�‰�o���Æ���•��

clonaux ont confirmé la prévalence et la diversité des ICE et des éléments génétiques 

apparentés�X�� �>���•�� �‰�Œ�}�(�]�o�•�� ���[�Z�Ç���Œ�]�����š�]�}�v�� �}���š���v�µ�•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���•�� � �o� �u���v�š�•�� �P� �v� �š�]�‹�µ���•�� �]�v�š� �P�Œ� �•�� ����

�o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���o�}���µ�•�����Z�E�š���o�Ç�•�]�v�����Œ���(�o���š���v�š��encore une fois la diversité de ceux-ci chez des 

souches de provenances diverses (Figure 10). Ces travaux suggèrent fortement �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v��

par transfert horizontal de tels éléments par différentes souches de S. agalactiae provenant 

���[hôtes distincts [40]. 
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Figure 10�X���W�Œ�}�(�]�o�����[�Z�Ç���Œ�]�����š�]�}�v���•�µ�Œ���‰�µ���������������E���������o�[�����E���P� �v�}�u�]�‹�µ�����������ï�ò��isolats 

bovins et humains de Streptococcus agalactiae (tiré de [40]). 

Neuf gènes de �o�[�/������ �]�v�š� �P�Œ� �� ���� �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� �� �ï�[�� ���µ�� �P���v���� ���Z�E�š�� �o�Ç�•�]�v���� ������ �o���� �•�}�µ���Z���� �ñ�í�ñ�� ������S. agalactiae 

(ICE_515_tRNALys) ont été recherchés�X�� �>���•�� �•�]�P�v���µ�Æ�� �‰�}�•�]�š�]�(�•�� ���[�Z�Ç���Œ�]�����š�]�}�v�� �•�}�v�š�� �Œ���‰�Œ� �•���v�š� �•�� �‰���Œ�� �����•��

�����Œ�Œ� �•���Œ�}�µ�P���•���š���v���]�•���‹�µ�����o�[�����•���v���������[�Z�Ç���Œ�]�����š�]�}�v�����•�š���Œ���‰�Œ� �•���v�š� �����‰���Œ���µ�v�������Œ�Œ� �����o���µ�X�� 

 

 

Par ailleurs, �o�����P���v�������}�����v�š���o�[intégrase de �o�[�/�������]�v�š� �P�Œ� ��au locus d�Z�µ�v gène codant un 

ARNt lysine a été recherché parmi �o���•�� �•� �‹�µ���v�����•�� ���[une collection de souches provenant 

���[�]�•�}�o���š�•�� ���}�À�]�v�•�� ������S. agalactiae (76 souches), de S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae (32 

souches) et de S. uberis (101 souches). Celle-���]���•�[���•�š���Œ� �À� �o� e positive dans 51% des cas pour 

S. agalactiae, 16% pour S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae et 22% pour S. uberis [161]. Ceci 

indiquerait un transfert de ces éléments entre plusieurs espèces de streptocoques comme le 

�•�µ�P�P� �Œ���]�š����� �i�����o�[���v���o�Ç�•�����‰���Œ���‰�µ���������������E�X�����µ���µ�v�������}�v�v� ����supplémentaire �v�[���•�š�����]�•�‰�}�v�]���o�����•�µ�Œ��

les éléments intégrés à ce locus, bien que ceux-ci soient répandus. Or, plusieurs gènes 

pourraient coder des protéines pouvant jouer un rôle dans la virulence des souches. Une 

analyse plus approfondie de ces éléments est donc nécessaire. 
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III.  Diversité des facteurs de virulence codés par le « core 

génome » de S. agalactiae. 

 

1. Prévalence et régulation des facteurs de virulence 

 

1.1. Diversité des facteurs de virulence 

 

S. agalactiae ���•�š�� �����‰�����o���� ������ �•�[�������‰�š���Œ�� �� une diversité ���[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�• aux 

paramètres physiologiques variés. Par exemple, S. agalactiae colonise le tractus vaginal 

�(� �u�]�v�]�v���}�¶���o�����������š� �Œ�]�������}�]�š���•�[�������‰�š���Œ�����������•���‰�,�������]�����•���~�‰�,�A���ð�X�ñ�•���u���]�• se maintient également 

dans le sang (pH= 7.3) [294, 393]. S. agalactiae possède donc de nombreuses fonctions 

�������‰�š���š�]�À���•�� ���š�� ������ �À�]�Œ�µ�o���v������ �o�µ�]�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ������ �•�µ�Œ�À�]�À�Œ���� ���š�� ������ �•�[�������‰�š���Œ à différentes niches 

écologiques et à différents hôtes [101].   

 

Le séquençage des génomes de S. agalactiae appartenant à différents sérotypes et le 

��� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�����[outils moléculaires ont permis de mieux comprendre la stratégie mise en 

place par �o���� �‰���š�Z�}�P���v���� ���µ�Œ���v�š�� �o�[�]�v�(�����š�]�}�v�� ���š de révéler de nouveaux facteurs de virulence. 

S. agalactiae produit : (i) �µ�v���� �u�µ�o�š�]�š�µ������ ������ �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[�����Z� �•�]�}�v��aux cellules de 

�o�[�Z�€�š�� ; (ii) deux toxines formant des pores dans les membranes notamment des cellules 

pulmonaires, des érythrocytes et des macrophages pour faciliter sa survie, sa dissémination 

���š�� �o�[�]nvasion de cellules eucaryotes �~�t-hémolysine/cytolysine et facteur CAMP) ; (iii) des 

�(�����š���µ�Œ�•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[� ���Z���‰�‰���u���v�š�� ���µ�� �•�Ç�•�š���u���� �]�u�u�µ�v�]�š���]�Œ���� ������ �o�[�Z�€�š���� �~capsule 

polysaccharidique, peptidase ScpB, peptidase C5a, manipulation et dégradation du 

cytosquelette des phagocytes) ; (iv) des systèmes permettant sa survie en conditions de 

stress oxydant (superoxyde dismutase) ou encore (v) lui conférant une résistance aux 

peptides antimicrobiens (production de pili et modification de la charge à la surface 

cellulaire) (Figure 11) [101, 124, 213, 232, 252, 320, 326, 395].  
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Figure 11. Etapes des infections par S. agalactiae chez les nouveaux nés, au niveau 

moléculaire et cellulaire (tiré de [101]). 

 

�t-H/C, beta-hémolysin/cytolysin; S.O.D., superoxde dismutase; IL, interleukin; TNF�r, tumour 

necrosis factor-alpha; PGE, prostaglandine E; TxA2, thromboxane A; GRO�r, Growth related 

oncogen-alpha; ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1; GM-CSF, granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor. 

 

 

1.2. Pouvoir adaptatif de S. agalactiae 

 

�>���� �•�µ�������•�� ������ �o�[�]�v�(�����š�]�}�v�� ������S. agalactiae passe par une régulation appropriée de la 

production de ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �(�����š���µ�Œ�•�� ���v�� �Œ� �‰�}�v�•���� ���µ�Æ�� �u�}���]�(�]�����š�]�}�v�•�� ������ �o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�X Des 

analyses transcriptomiques de S. agalactiae montrent une réponse rapide à la croissance 

dans différents environnements. �����š�]�š�Œ�������[���Æ���u�‰�o���U���o�[�����Z� �•�]�}�v������ S. agalactiae varie avec le 

pH rencontré. Ainsi, l�[�����Z� �•�]�}�v�� ���� �����•�� �����o�o�µ�o���•�� � �‰�]�š�Z� �o�]���o���•��est augmentée de 6 à 20 fois à 

pH= 4, ce qui est similaire au pH vaginal, par rapport à un pH neutre, rencontré au niveau 

sanguin [294, 393]. Une régulation différente est mise en place selon le liquide physiologique 

où se trouve la bactérie. En �‰�Œ� �•���v������ ������ �o�]�‹�µ�]������ ���u�v�]�}�š�]�‹�µ���U�� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� �����•�� �•�Ç�•�š���u���•�� ���� �î��

���}�u�‰�}�•���v�š�•�� ���š�� ���[���µ�š�Œ���•�� �Œ� �P�µ�o���š���µ�Œ�•�� �À���Œ�]���� �(�}�Œ�š���u���v�š�� ���š �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������ �o���� �t-hémolysine est 
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�]�v���µ�]�š���� �š���v���]�•�� �‹�µ���� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������ �P���v���•�� ���}�����v�š�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[�����Z� �•�]�}�v��de 

S. agalactiae à la fibronectine, au collagène et à la laminine est inhibée [370]. La croissance 

en présence de sang induit quant à elle �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v��������quelques gènes codant des protéines 

���[�����Z� �•�]�}�v���~�&���•���U�����]���������š�����•�‰�•��[272]. A 40°C, la production des hémolysines (facteur CAMP 

���š�� �t-hémolysine) est stimulée [272]. Les gènes du métabolisme et de réponse aux stress 

évoluent également ���v�� �(�}�v���š�]�}�v�� ������ �o�[���v�À�]�Œ�}�vnement dans lequel est placée la bactérie. Les 

opérons permettant la production de bactériocines et les gènes codant des facteurs de 

virulence sont souvent régulés en fonction de la densité cellulaire.  

 

Etant une bactérie anaérobie aérobie facultative, S. agalactiae ���•�š�������‰�����o�������[���À�}�]�Œ���µ�v��

métabolisme fermentaire aussi bien que respiratoire en fonction des conditions 

environnementales. Certaines protéines adhésives de S. agalactiae ne sont produites que 

lors du métabolisme fermentaire. S. agalactiae ne possède pas de voie de biosynthèse de 

�o�[�Z���u�� et des quinones et utilise ceux de son hôte pour activer la cytochrome CydA oxydase 

�v� �����•�•���]�Œ���� ���� �o���� �u�]�•���� ���v�� �‰�o�������� ������ �o���� �À�}�]���� �Œ���•�‰�]�Œ���š�}�]�Œ���� �‰�}�µ�Œ�� �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ���[� �v���Œ�P�]��. En plus 

���[�!�š�Œ���� �o���� �•�}�µ�Œ������ �‰�Œ�]�v���]�‰���o���� ������ �(���Œ�� �µ�š�]�o�]�•� ���� �‰�}�µ�Œ�� ������ �v�}�u���Œ���µ�•���•�� �����š�]�À�]�š� �•�� ���v�Ì�Ç�u���š�]�‹�µ���•�� ������

S. agalactiae, �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������ �o�[�Z���u�� ���� �‰�}�µ�Œ�� ���}�v�•� �‹�µ���v������ ���[���µ�P�u���v�š���Œ�� �(�}�Œ�š��ment sa 

compétitivité (croissance doublée) et est nécessaire pour sa virulence complète chez la 

souris [122, 229, 440-442]. �����•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���•�µ�P�P���Œ���v�š���o�[�]�u�‰�}�Œ�š���v�������������o�����À�}�]�����Œ���•�‰�]�Œ���š�}�]�Œ���������v�•��

la virulence de S. agalactiae [440, 441]. �E� ���v�u�}�]�v�•�U�� ���� �(�}�Œ�š���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�U�� �o�[�Z���u���� ���� �����•��

effets toxiques pour la cellule bactérienne. Ainsi, la voie respiratoire semble être ajustée 

finement pour permettre une croissance optimale [122, 229, 441]. 

 

�>���� �•�}�µ���Z���� �E���D�ï�í�ò�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �‰�Œ�}���µ�]�Œ���� �i�µ�•�‹�µ�[���� �í�ì�ó�� �Œ� �P�µ�o���š���µ�Œ�•�� �š�Œ���v�•���Œ�]�‰�š�]�}�v�v���o�•�� ������

manière similaire à L. lactis ���š�� �ï�� �(�����š���µ�Œ�•�� �•�]�P�u���� �‰�µ�š���š�]�(�•�� �~�•A, ComX et un facteur sigma de 

type ECF) (120). La quantité de régulateurs transcriptionnels mis en jeu, incluant une 

vingtaine de systèmes à deux composants, pourrait être un élément permettant à 

S. agalactiae ������ �•�[�������‰�š���Œ�� �Œ���‰�]�����u���v�š�� ���š�� ���(�(�]���������u���v�š�� ���� �����•�� �u�}���]�(�]�����š�]�}�v�•�� ������ �•�}�v��

environnement. S. agalactiae possède plus de ces systèmes que S. pneumoniae, S. pyogenes 

et L. lactis (respectivement 14, 13 et 8) [146]. 
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Les gènes du locus rgfBDAC de S. agalactiae permettraient la régulation des 

composants présents à la surface des bactéries en fonction de la densité cellulaire 

(Figure 12). La mutation du gène rgfC ���o�š���Œ�����o�[�����Z� �•�]�}�v��������S. agalactiae au fibrinogène [381]. 

  

���[���µ�š�Œ���� �‰���Œ�š�U�� �oe système à 2 composants CovRS joue un rôle important dans la 

�À�]�Œ�µ�o���v�������‰�µ�]�•�‹�µ�[�µ�v���u�µ�š���v�š���������o�[�µ�v���}�µ���o�[���µ�š�Œ���������•�������µ�Æ gènes entraîne une diminution de la 

�À�]�Œ�µ�o���v�����������•���•�}�µ���Z���•�X�����}�À�Z�^���]�v���µ�]�š���o�[���Æ�‰�Œ���•�•ion de la peptidase C5a, des protéines formant 

le pili et inhibe la production ������ �o���� �t-hémolysine, du facteur CAMP et de FbsB et BibA 

(Figure 12). Il a également été montré que le régulateur CovRS est responsable de la 

�Œ� �P�µ�o���š�]�}�v�� ������ �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ������S. agalactiae sur des matières inertes ou des composants de 

�o�[�Z�€�š�����~�����o�o�µ�o���•��� �‰�]�š�Z� �o�]���oes et matrice extracellulaire) [303]. Le régulateur permet également 

de répondre à des stress osmotiques, oxydatifs et acides et de survivre intracellulairement 

dans les phagosomes des macrophages [85, 194, 195, 220, 232].  

 

De plus, Stk1 est un régulateur transcriptionnel appartenant à la classe des kinases 

sérine/thréonine (Figure 12). Stp1 est le capteur associé de Stk1 qui permet sa 

phosphorylation. �^�š�l�í�� �Œ� �P�µ�o���� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������ �P���v���•�� �]�u�‰�o�]�‹�µ� �•�� �����v�•�� �o���� �Œ� �‰�}�v�•���� ���µ�� �•�š�Œ���•�•��

oxydant et à la croissance dans le sang. Ce régulateur est important pour la ségrégation des 

�����o�o�µ�o���•�����š���o�����À�]�Œ�µ�o���v�������o�}�Œ�•���������u�}�����o���•�����[�]�vfection de septicémie. Stk1 peut phosphoryler le 

système à deux composants CovRS ce qui inhibe son action [241]. Ainsi, Stk1 entraîne 

�o�[�]�v���µ���š�]�}�v���������o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v���������o�����t-hémolysine mais peut néanmoins inhiber celle du facteur 

co-hémolytique CAMP [321]. Dans cette configuration, S. agalactiae �‰�Œ�}���µ�]�š�� �‰�o�µ�•�� ������ �t-

hémolysine ce qui augmente sa capacité à envahir les cellules endothéliales micro-

vasculaires du cerveau humain (hBMEC) [51, 232, 241, 321, 322, 366]. 

 

Le régulateur transcriptionnel RovS (famille des régulateurs de type Rgg, régulateurs 

�š�Œ���v�•���Œ�]�‰�š�]�}�v�v���o�•�� �P�o�}�����µ�Æ�•�U�� �]�v�(�o�µ���v������ �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������ �v�}�u���Œ���µ�Æ�� �(�����š���µ�Œ�•�� ������ �À�]�Œ�µ�o���v������

(capsule polysaccharidique et �(�����š���µ�Œ�•�� ���[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�� �(�]���Œ�]�v�}�P���v���� ���š�� ���� �����•�� �����o�o�µ�o���•��

épithéliales pulmonaires) (Figure 12). I�o���‰�Œ�}�À�}�‹�µ�����o�[�]�v�Z�]���]�š�]�}�v���������o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����[�µ�v�����‰�Œ�}�š� �]�v����

�]�u�‰�o�]�‹�µ� ���� �����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�� �(�]���Œ�]�v�}�P���v���� �~�&���•���•�X�� �W���Œ�� ���]�o�o���µ�Œ�•�U�� �Z�}�À�^�� �]�v���µ�]�š�� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ���µ��

gène sodA qui code la superoxyde dismutase de S. agalactiae (Figure 12) [139, 348]. Un 

�]�u�‰�}�Œ�š���v�š���u� �����v�]�•�u�������[� �o�]�u�]�v���š�]�}�v�������•���������š� �Œ�]���•���‰���Œ���o���•���‰�Z���P�}���Ç�š���•���]�u�‰�o�]�‹�µ�����o�����‰�Œ�}���µ���š�]�}�v��
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�������u� �š�����}�o�]�š���•�����[�}�Æ�Ç�P���v�����Z���µ�š���u���v�š���Œ� �����š�]�(�•���‹�µ�]�������µ�•���v�š���������•� �À���Œ���•�����}�u�u���P���•�����µ�Æ�������o�o�µ�o���•��

(anions superoxydes, péroxy���������[�Z�Ç���Œ�}�P���v�������š���Œ�����]�����µ�Æ���Z�Ç���Œ�}�Æ�Ç�o���•�•�X��Chez S. agalactiae, l�[�µ�v��

des mécanismes de lutte contre ce stress est la superoxyde dismutase, qui nécessite du 

manganèse (Mn2+) comme co-facteur, puisque cette espèce ne possède pas de catalase. 

�Z�}�À�^�U�����v�������š�]�À���v�š���o�[expression de sodA, pourrait ainsi permettre une meilleure résistance au 

stress oxydant et une survie accrue au sein des macrophages [313]. 

 

�>���� �Œ� �P�µ�o���š���µ�Œ���Z�P���U���‹�µ���v�š�� ���� �o�µ�]�U���]�v���µ�]�š���o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ���[�µ�v���� �•�}�µ�•-u�v�]�š� �� ���[�µ�v���‰�]�o�]�� �~�W�]�o���•�� ���š��

une protéine de surface (Srr-�í�•�����š���Œ� �‰�Œ�]�u�����o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����µ���P���v�������}�����v�š���µ�v�������µ�š�Œ�����‰�Œ�}�š� �]�v����������

surface (FbsA) [347]. Rga a un �]�u�‰�����š���‰�}�•�]�š�]�(���•�µ�Œ���o�[�����Z� �•�]�}�v��aux cellules épithéliales Hep-2 et 

���� �o���� �l� �Œ���š�]�v���� �ð�� �u���]�•�� �v� �P���š�]�(�� �•�µ�Œ�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���� �����•�� �����o�o�µ�o���•�� � �‰�]�š�Z� �o�]���o���•�� �‰�µ�o�u�}�v���]�Œ���•�� ���š�� ���µ��

fibrinogène [347]. 

 

De manière intéressante, le régulateur Rgf régule négativement la transcription du 

gène fbsA et positivement le gène fbsB, ces gènes étant tout les deux impliqués dans 

�o�[�����Z� �•�]�}�v�����µ���(�]���Œ�]�v�}�P���v����[2]. 

 

Le système à deux composants CsrRS réprime directement et indirectement, par 

�o�[�]�v�Z�]���]�š�]�}�v�� ���µ�� �Œ� �P�µ�o��teur Ape1, la formation du pilus chez la souche 2603 V/R de 

S. agalactiae. De plus, la formation du pili est en partie régulée en fonction du pH de 

manière indépendante de CsrRS et Ape1 [193]. 
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Figure 12. Régulation des facteurs de virulence importants pour la virulence de 

S. agalactiae (tiré de [320]). 

Les systèmes à 2 composants comprenant les régulateurs transcriptionnels CovR, RgfA, CiaR et DltR et 

leurs capteurs associés CovS, RgfC, CiaH et DltS, régulent la transcription des toxines et autres 

facteurs contribuant à la virulence de S. agalactiae. Ceux-ci incluent les toxines formant des pores 

�����v�•�� �o���•�� �u���u���Œ���v���•�� ���µ�����Œ�Ç�}�š���•�� ���š�� �o���•�� �(�����š���µ�Œ�•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�U�� �o�[� �À���•�]�}�v�� ���µ�� �•�Ç�•�š���u����

�]�u�u�µ�v�]�š���]�Œ���� ���š�� �o���� �Œ� �•�]�•�š���v������ ���µ�Æ�� ��� �(���v�•���•�� ������ �o�[�Z�€�š���X�� �>���•�� �P���ves régulés par 13 autres systèmes à 2 

composants qui sont conservés parmi les différents sérotypes capsulaires de S. agalactiae codent des 

fonctions inconnues. S. agalactie code également des enzymes de signal retrouvées communément 

chez les eucaryotes, telle que la sérine thréonine kinase Stk1 et la phosphatase associée Stp1 qui 

�Œ� �P�µ�o���� � �P���o���u���v�š�� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� �����•�� �š�}�Æ�]�v���•�� �(�}�Œ�u���v�š�� �����•�� �‰�}�Œ���•�� �����v�•�� �o���•�� �u���u���Œ���v���•�X�� �^�µ�Œ�� �o���•�� �ò��
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régulateurs standalones, la fonction de 3 seulement (MtaR, RovS et RogB) a été étudiée. Les 

séquences génomiques indiquent que S. agalactiae codent plus de 107 molécules régulatrices, la 

fonction de peu étant connue. �t-�,�l���W���t-hémolysine/cytolysine; AMP: peptides antimicrobiens; C5ase: 

peptidase C5a ; CAMP: Christie Atkins Munch Peterson; FbsA: protéine liant le fibrinogène; GBS: 

streptocoque du Groupe B; LTA: acide lipotéichoïque; Met: Methionine; Sia-CPS: Capsule sialique 

polysaccharidique; SodA: Superoxyde dismutase. 

 

 

 

Par ailleurs, S. agalactiae ���•�š�������‰�����o�������[���Æ�‰�o�}�]�š���Œ�������•�����}�u�‰�}�•� �•���‰�Œ�}���µ�]�š�•���‰���Œ���o�[�Z�€�š��������

�•�}�v�� ���À���v�š���P���� ���(�]�v�� ���[���•�•�µ�Œ���Œ�� �o����succès de �o�[�]�v�(�����š�]�}�v. Ainsi, S. agalactiae utilise la 

phospholipase A2�r�� ������ �o�[�Z�€�š���U�� ���Z���Ì�� �‹�µ�]�� ���o�o���� ���•�š�� �]�u�‰�o�]�‹�µ� ���� �����v�•�� �o�[�Z�Ç���Œ�}�o�Ç�•���� ���[�µ�v�� �����]������ �P�Œ���•�U 

afin ���[envahir les cellules endothéliales microvasculaires du cerveau et pénétrer in vivo celui-

ci [267]. 

 

 

La variété des régulateurs transcriptionnels permet une régulation fine de la 

production des facteurs de virulence de S. agalactiae ce qui lui permet ������ �•�[�������‰�š���Œ��

efficacement aux modifications de son environnement. 
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2. ���š���‰�������o� ���������o�[�]�v�(�����š�]�}�v �W���o�[�����Z� �•�]�}�v�������o�[�Z�€�š�� 

 

2.1. Propriétés adhésives de S. agalactiae 

 

2.1.1. �D� �����v�]�•�u�������[�����Z� �•�]�}�v�����š���(�}�Œ�����•���]�u�‰�o�]�‹�µ� ���• 

�>�[� �š���‰�������[�����Z� �•�]�}�v�������•���������š� �Œ�]���•���‰���š�Z�}�P���v���•�����µ�Æ�������o�o�µ�o���•�����µ�����Œ�Ç�}�š���•��ou à un substrat 

est la première � �š���‰���������v�•���o�����‰���š�Z�}�P� �v�]���]�š� �����š���o�[�]�v�À���•�]�}�v���������o�[�Z�€�š�� (Figure 13). S. agalactiae 

���•�š�������‰�����o�������[�����Z� �Œ���Œ����, ���š�����[���v�À���Z�]�Œ, un grand nombre de cellules de différents hôtes dont 

les cellules épithéliales vaginales, rectales et intestinales et les cellules épithéliales et 

endothéliales pulmonaires et du cerveau [144, 339, 340, 362, 395].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Exemples ���[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�•���•treptocoques / hôte (tiré de [286]). 

(A) Pili (flèches) de GBS �u���Œ�‹�µ� �•�����µ�Æ���‰���Œ�š�]���µ�o���•�����[�}�Œ�����À�����������•�����v�š�]���}�Œ�‰�•���]�•�•�µ�•���������o�����•�}�µ�•-unité du 

pilus PI-2a, barre, 0.5 µm. (B) Internalisation de S. pyogenes par des cellules épithéliales via la 

formation de cavéoles (flèche), barre, 1 µm. (C) Agrégation de plaquettes humaines (en rouge) 

(marquage de la phalloïdine) par S. sanguinis (en vert), barre, 20 µm. (D) Biofilm dynamique de S. 

gordonii et Veillonella atypica (24h) montrant la perspective XY et une projection en 3 dimensions par 

imagerie confocale. Sous flux salivaire, V. atypica est incapable de former des biofilms mais est apte à 

�•�[�]�v�š� �P�Œ���Œ�����������•�����]�}�(�]�o�u�•���u�]�Æ�š���•���]�v���o�µ���v�š�������•���•�š�Œ���‰�š�}���}�‹�µ���•�X 



���d���d���������>�[���Z�d 

55 
 

�����•��� �š�µ�����•���}�v�š���u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�����o�[�����Z� �•�]�}�v���������š� �Œ�]��nne aux cellules épithéliales ciblait des 

composants de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine, le fibrinogène, le collagène 

et la laminine [242, 286, 381, 395]. Les éléments de la matrice extracellulaire sont des 

���}�u�‰�}�•���v�š�•���‰���Œ�u���š�š���v�š���o�[�}�Œ�P���v�]�•���š�]�}�v���•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o���������•�������o�o�µ�o���•�����µ�����Œ�Ç�}�š���•���‰���Œ���o���µ�Œ�•���u�µ�o�š�]�‰�o���•��

sites de fixation aux cellules. Ils possèdent souvent un rôle régulateur et permettent de 

protéger mécaniquement les tissus contre les pathogènes invasifs [367]. 

 

La fibronectine, qui ���•�š�� �o�[�µ�v�� �����•�� ���}�u�‰osants de la matrice extracellulaire, a un rôle 

�����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� �����o�o�µ�o���]�Œ�� et est retrouvée dans le plasma [173]. De manière très 

intéressante, S. agalactiae est capable de lier la fibronectine immobilisée, ce qui facilite la 

colonisation des muqueuses, mais pas la fibronectine soluble [59]. La fibronectine soluble 

peut agir de manière similaire à une opsonine�X�� �>���•�� �}�‰�•�}�v�]�v���•�� �Œ���‰�Œ� �•���v�š���v�š�� �o�[���v�•���u���o���� �����•��

substances qui se lient à des antigènes favorisant la phagocytose des bactéries par des 

cellules du système immunitaire. La caractéristique de S. agalactiae de ne pas lier celle-ci 

pourrait être un mécanisme efficace de résistance pour éviter la reconnaissance par les 

phagocytes [59, 173]. 

 

S. agalactiae est également capable, de façon variable selon la souche, de lier le 

fibrinogène qui est retrouvé en concentration élevée dans le plasma humain, mais qui est 

également un composant de la matrice extracellulaire [104, 158, 355]. Le fibrinogène est 

clivé par la thrombine en fibrine qui est le principal composant permettant la formation des 

caillots sanguins [158]. La production de fibrinogène est régulée positivement en cas 

���[�]�v�(�o���u�u���š�]�}�v�� �}�µ�� ������ �•�š�Œ���•�•�U�� �š���o�•�� �‹�µ���� �o�}�Œ�• d�[infections systémiques [330]. Le fibrinogène 

interfè�Œ����� �P���o���u���v�š�����À�������o�[�����š�]�À���š�]�}�v�����µ�����}�u�‰�o� ment et protège �������o�[�}�‰�•�}�v�}�‰�Z���P�}���Ç�š�}�•����les 

pathogènes qui �o�[�������µ�u�µ�o��nt à leur surface [70, 355, 432]. �>���� �����‰�����]�š� �� ���[�����Z� �•�]�}�v�� �����•��

souches de S. agalactiae ���•�š�� �À���Œ�]�����o���� �•���o�}�v�� �o���µ�Œ�� �o�]���µ�� ���[�]�•�}�o���u���v�š. Par exemple, des isolats 

prélevés du fluide cérébrospinal de nouveaux nés adhèrent plus au fibrinogène que des 

�•�}�µ���Z���•�����[�}�Œ�]�P�]�v�����À���P�]�v���o�����}�µ��isolées du fluide gastrique de nouveaux nés [336]. 

 

La laminine et le collagène sont deux glycoprotéines multifonctionnelles qui sont les 

principaux constituants de la lame basale. La lame basale est un assemblage de protéines et 

de glycoprotéines qui �‰���Œ�u���š�� �o�[�����Z� �Œ���v������ �����•�� �����o�o�µ�o���•�� � �‰�]�š�Z� �o�]���o���•�� ���µ�Æ�� �š�]�•�•�µ�•�� ���}�v�i�}�v���š�]�(�•��
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sous-jacents. La laminine et le collagène constituent également une couche protectrice 

autour des capillaires sanguins et font partie de la matrice extracellulaire. Une étude a 

�u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ������S. agalactiae au collagène représentait une étape critique pour 

�‰���Œ�u���š�š�Œ���� �o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� ���À������ �µ�v���� �]�v�š� �P�Œ�]�v���� ���Æ�‰�Œ�]�u� ���� ���� �o���� �•�µ�Œ�(�������� �����•�� �����o�o�µ�o���•�� ���v���}�š�Z� �o�]���o���•��

du cerveau [7]. Néanmoins, très récemment, �µ�v����� �š�µ�����������Œ���u�]�•�����v���‹�µ���•�š�]�}�v���o�[�]�u�‰�}�Œ�š���v���������µ��

�Œ�€�o���� ������ �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�� ���}�o�o���P���v���� �����v�•�� �o���� �À�]�Œulence de S. agalactiae �‰�µ�]�•�‹�µ�[aucune des 10 

souches de S. agalactiae étudiées �v�[� �š���]�š�������‰�����o�����������o�]���Œ���o����collagène [104]. 

 

 

La paroi bactérienne représente un organelle dynamique qui ne possède pas 

�µ�v�]�‹�µ���u���v�š�������•���(�}�v���š�]�}�v�•���������u���]�v�š�]���v���������o�[�]�v�š� �P�Œ�]�š� �������•�������o�o�µ�o���•���u���]�•�����•�š���o�[� �o� �u���v�š���]�u�‰�o�]�‹�µ� ��

�����v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�����µ�Æ���u���š�]���Œ���•���]�v���Œ�š���•�����š�l�}�µ���À�]vantes [259]. La paroi bactérienne des bactéries 

à coloration Gram positive est composée principalement de peptidoglycane (maillage 

complexe de chaînes de sucres maintenues par des ponts peptides) �u���]�•��� �P���o���u���v�š�����[�����]�����•��

téichoiques, de protéines et de polysaccharides (Figure 14). De manière intéressante, les 

propriétés adhésives des streptocoques seraient majoritairement dues aux protéines 

ancrées à la surface cellulaire [286]. S. agalactiae possède quant à elle de nombreux gènes 

qui codent des protéines extracellulaires. Le génome de la souche NEM316 contient 

notamment 30 �K�Z�&�� �‰�}�•�•� �����v�š�� �µ�v�� �u�}�š�]�(�� �•�]�P�v���o�� ���[���Æ���Œ� �š�]�}�v �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v�� ������ �o����

protéine à la surface cellulaire, 5 ORF putatifs codant pour des sortases et 71 gènes putatifs 

codant pour des protéines sécrétées [45, 146]. 
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Figure 14�X���^�š�Œ�µ���š�µ�Œ�����������o�[���v�À���o�}�‰�‰���������•��������téries à coloration Gram positive (ex de Bacillus 

cereus et B. anthracis) (tiré de [352]). 

Les bactéries à coloration Gram positive élaborent une membrane plasmique et une épaisse couche 

de peptidoglycane. Les polysaccharides secondaires de la paroi sont attachés au peptidoglycane. En 

plus des protéines ancrées dans la paroi, le peptidoglycane fonctionne également comme un point 

���[���v���Œ���P�����‰�}�µ�Œ���o���������‰�•�µ�o�������š���o���•���‰�]�o�]�X 

 

 

Chez S. pyogenes, l�[�����Z� �•�]�}�v�� ���� �����•�� �����o�o�µ�o���•�� �Z�µ�u���]�v���•�� �•���Œ���]�š�� �Œ� alisée en deux étapes 

(Figure 15). La première étape, réversible, permet à la bactérie de lier de nombreux 

substrats par des interactions hydrophobes de faible spécificité, notamment par 

�o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���������•�������]�����•���o�]�‰�}�š� �]���Z�}�]�‹�µ���•�X���>���������µ�Æ�]���u����� �š���‰�����u���š en jeu des protéines plus 

spécialisées permettant ainsi une liaison stable au substrat [167]. Le deuxième type de 

protéines mis en jeu dans ce mécanisme est �‰�o�µ�•�� �•�‰� ���]�(�]�‹�µ���� ���[�µ�v�� �•�µ���•�š�Œ���š particulier. Ce 

modèle pourrait également être applicable à ���[���µ�š�Œ���•��streptocoques dont S. agalactiae et 

S. bovis [167, 286] .  
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Figure 15. Schéma représentant le modèle en deux étapes �������o�[adhésion des streptocoques 

à des substrats (tiré de [167]). 

Le modèle suggère que la première étape est fragile et réversible et est liée à des interactions 

hydrophobes, comme par le biais des acides lipotéichoiques chez S. pyogenes. Cette première étape 

serait nécessaire pour la mise en place de la deuxième qui implique des partenaires plus spécifiques 

tels la protéine M de S. pyogenes et son récepteur ou des protéines liant la fibronectine et la 

�(�]���Œ�}�v�����š�]�v���X���>���������µ�Æ�]���u����� �š���‰�����‰���Œ�u���š�š�Œ���]�š�����[���µ�P�u���v�š���Œ���o�����(�}�Œ���������[�����Z� �•�]�}�v�X 

 

 

 

2.1.2. Un cas particulier : la formation de biofilm 

 

S. agalactiae est également capable de former des biofilms bactériens mixtes ou non. 

Un biofilm correspond à une communauté dense et structurée de bactéries enchâssées dans 

une matrice de polymère complexe (glucidique et/ou protéique et nucléique) qui adhère à 

une surface biotique ou abiotique (Figure 16). Les biofilms constituent une protection contre 

les stress e�v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š���µ�Æ�U���o���•�����P���v�š�•�����v�š�]�u�]���Œ�}���]���v�•�����š���o���•����� �(���v�•���•���������o�[�Z�€�š��. De 65 % à 

80% des infections bactériennes pourraient être liées à la formation de biofilms [86, 225, 



���d���d���������>�[���Z�d 

59 
 

226, 286, 308, 350]. De plus, la structure du biofilm permettrait de faciliter les échanges 

génétiques par transfert horizontal entre bactéries soit par transformation, conjugaison ou 

via des nanotubes [6, 308]. 

 

 

�>�����‰�Œ���u�]���Œ����� �š���‰�����������(�}�Œ�u���š�]�}�v�����[�µ�v�����]�}�(�]�o�u�����•�š���o�[���š�š�����Z���u���v�š���]�v�]�š�]���o�����[�µ�v�����������š� �Œ�]��������

un substrat ou à un support (Figure 17, étapes 1 et 2). Celle-ci produit des composants 

���Æ�}�‰�}�o�Ç�•�������Z���Œ�]���]�‹�µ���•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�� ���[���µ�š�Œ���•�� �������š� �Œ�]���• (Figure 17, étape 3). 

�>�[���š�š�����Z���u���v�š�� �‰�Œ�]�u���]�Œ��, réversible, est souvent lié à des conditions environnementales 

défavorables comme le manque de nutriments �}�µ�� �o���� �‰�Œ� �•���v������ ���[���P���v�šs antimicrobiens. 

�E� ���v�u�}�]�v�•�U�� �µ�v���� �•�}�µ�Œ������ ������ �����Œ���}�v���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o���� �‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ���[���Æ�}�‰�}�o�Ç�•�������Z���Œ�]des est 

souvent nécessaire pour le maintien du biofilm [308]�X�� ���[���µ�š�Œ���•�� ���}�v���]�š�]�}�v�•��

environnementales influencent également la formation de bi�}�(�]�o�u�����}�u�u�����o�����‰�,�U���o�[�}�•�u�}�o���Œ�]�š� ��

et �o�����‰�Œ� �•���v���������[�]�}�v�•�����]�À���o���v�šs [308]. 
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Figure 16. Analyse morphologique des biofilms de S. agalactiae par microscopie 

électronique à transmission (tiré de [328]). 

Images representatives de trois souches différentes formant des biofilms importants (A-�&�•�� ���š�� ���[�µ�v����

souche formant peu de biofilm. Les bactéries ont été cultivées sur sur des lames de verre pendant 72 h 

dans des conditions statiques. (A et B) Souche CHR-021, sérotype Ia avec un grossissement x 500 (A) 

et x 100 (B). (C et D) Souche ABC020018145, sérotype II avec un grossissement x 2000 (C) et x 5000 

(D). (E et F) Souche 515, sérotype Ia avec un grossissement x 1500 (E) et x 5000 (F). (G et H) Souche 

CHR-019, sérotype II avec un grossissement x 1500 (G) et x 5000 (H). 
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Le développement ���š�� �o���� �u���š�µ�Œ���š�]�}�v�� ������ �o�[���Œ���Z�]�š�����š�µ�Œ���� ���µ�� ���]�}�(�]�o�u�� �•�}�v�š�� �o���•�� �����µ�Æ��

dernières étapes de la formation du biofilm (Figure 17, étapes 4 et 5). De nombreux facteurs 

sont produits de manière différente durant la phase de transition et le quorum sensing est 

souvent impliqué dans �o���� �(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� ���]�}�(�]�o�u�� �u���š�µ�Œ���X�� �>���� �‹�µ�}�Œ�µ�u�� �•���v�•�]�v�P�� ���•�š�� �µ�v��

processus de communication entre cellules qui passe par la production et la détection de 

molécules �‰���Œ�u���š�š���v�š���o�����•�Ç�v���Z�Œ�}�v�]�•���š�]�}�v���������o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�������������Œ�š���]�v�•���P���v���•���������À�]�Œ�µ�o���v�����U��������

symbio�•���U�����������}�u�‰� �š���v�����U�����������}�v�i�µ�P���]�•�}�v�U���������‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�����[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�U���������•�‰�}�Œ�µ�o���š�]�}�v�����š��

permettant la formation du biofilm. �>�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������ ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� �����Z� �•�]�v���•�� ���š�� ������ �o���µ�Œ�•��

récepteurs associés contribue au regroupement en communauté [239]. En général, les 

molécules du quorum sensing sont des homosérines lactones chez les bactéries à coloration 

Gram négative et des oligopeptides chez les bactéries à coloration Gram positive [4, 239, 

308]. Deux types de systèmes de quorum sensing ont été identifiés chez les bactéries à 

coloration Gram positive. Le premier type met en jeu un système à trois composants 

(ComCDE) : un peptide auto-inducteur et un système à deux composants qui détecte 

spécifiquement et répond à la présence du peptide dans le milieu extracellulaire. En général, 

un transporteur de type ABC est requis pour permettre la sécrétion du peptide dans le milieu 

extracellulaire. Le second type de quorum sensing décrit implique un peptide signal qui est 

internalisé par un transporteur de type ABC [239]. Une fois internalisé, le peptide interagit 

avec un régulateur transcriptionnel qui régule la transcription de nombreux gènes, tel le 

régulateur ���}�u�Z�X�� �����v�•�� �o���•�� �����µ�Æ�� �����•�U�� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ���[�µ�v�� �����Œ�š���]�v�� �•���µ�]�o�� ������ �����v�•�]�š� �� �����o�o�µ�o���]�Œ����

bactérienne, le peptide est détecté et une cascade de régulation de nombreux gènes est 

mise en place [4, 239]. Certains auteurs suggèrent que beaucoup de métabolites 

extracellulaires pouvant posséder une activité antibiotique auraient le potentiel de 

fonctionner comme des molécules signal [447]. Par ailleurs, les voies de régulation 

permettant la régulation de la production des bactériocines et des phéromones impliquées 

dans la communication cellulaire sont très similaires [86]. Un peptide signal pourrait alors 

être défini plus largement ���}�u�u�����µ�v�����u�}�o� ���µ�o�����•�[�������µ�u�µ�o���v�š�������v�•���o�����u�]�o�]���µ�����Æ�š�Œ�������o�o�µ�o���]�Œ����

durant une phase spécifique de croissance ou une condition environnementale particulière, 

étant capable de reconnaître un récepteur de surface ou cytoplasmique et ayant la capacité 

���[�]�v���µ�]�Œ�����µ�ve réponse cellulaire [4, 246].   
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 Au sein des biofilms, les bactéries sont confrontées à des gradients de 

�v�µ�š�Œ�]�u���v�š�•�U�� ���[�}�Æ�Ç�P���v���� �}�µ�� ���[���������‰�š���µ�Œ�•�� ���[� �o�����š�Œ�}�v�•�� ������ �‹�µ�]�� ���Œ� ���� �����•�� �u�]���Œ�}���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�•��

particuliers auxquels le�•�������o�o�µ�o���•���Œ� �‰�}�v�����v�š�����v���Œ� �P�µ�o���v�š���o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�������������Œ�š���]�v�•���P���v���•��[246]. 

 

Enfin, la dernière étape de la formation de biofilm consiste en la dispersion des 

bactéries enchâssées ���(�]�v�� ������ �‰���Œ�u���š�š�Œ���� �o���� ���}�o�}�v�]�•���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� ���µ�š�Œ���� �•�]�š����(Figure 17, étape 5) 

[86, 225, 226, 286, 350].  

 

Figure 17. Schéma modélisant le développeme�v�š�����[un biofilm bactérien (tiré de 

[350]). 

�����o�����‰�Œ���u�]���Œ����� �š���‰���U���o���•�������o�o�µ�o���•���•�[���š�š�����Z���v�š���Œ� �À���Œ�•�]���o���u���v�š���‰�µ�]�•���]�Œ�Œ� �À���Œ�•�]���o���u���v�š�������o�[� �š���‰�����î������

�o�[���]������ �����•�� �•�µ���•�š���v�����•��exopolysaccharidiques et de la perte de mobilité des bactéries. La 

�š�Œ�}�]�•�]���u����� �š���‰�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v�������µ����� �À���o�}�‰�‰���u���v�š���‰�Œ�]�u���]�Œ�����������o�[���Œ���Z�]�š�����š�µ�Œ�������µ�����]�}�(�]�o�u���•�µ�]�À�]�����‰���Œ��

�µ�v���� �•�����}�v������ �u���š�µ�Œ���š�]�}�v�� �����}�µ�š�]�•�•���v�š�� ���� �µ�v�� ���]�}�(�]�o�u�� �u���š�µ�Œ���� ���µ�� �v�]�À�����µ�� ������ �o�[� �š���‰���� �ð�X�� �>�[� �š���‰���� �ñ��

consiste en la dispersion des cellules à partir des microcolonies. 

 

 

Il a été montré que les bactéries avaient également développé des processus afin de 

se détacher si les conditions physico-���Z�]�u�]�‹�µ���•�����š���v�µ�š�Œ�]�š�]�À���•���������o���µ�Œ�����v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š���v�[� �š���]���v�š��

pas favorables à �o���µ�Œ�� ���Œ�}�]�•�•���v�����X�� �>�[�����Z� �•�]�}�v�� �������š� �Œ�]���v�v����est donc un processus dynamique 

et régulé [286, 308].  
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2.2. Diversité des protéines de surface produites par S. agalactiae 

 

2.2.1. Généralités 

 

Il existe plusieurs catégories de protéines de surface chez les streptocoques : les pili, 

les protéines de type M, les antigènes de type I/II, les protéines liant les immunoglobulines, 

les glycoprotéines riches en répétitions sérine (Srr), les protéines similaires au collagène, les 

peptidases et les adhésines [286]. Des échanges génétiques entre streptocoques 

expliqueraien�š���o�[�Z�}�u�}�o�}�P�]�� de certaines protéines constatée entre différentes espèces [226, 

286].  

Le séquençage de génomes de streptocoques a révélé la présence de nombreuses protéines 

de surface possédant un motif LPxTG [123, 146, 439]. Ainsi, la plupart des familles des 

protéines décrites chez les streptocoques �o�[ont été chez S. agalactiae (sauf celles se liant aux 

protéines salivaires) (Tableau 4) [286]. Par conséquent, S. agalactiae, et plus généralement 

les streptocoques, paraissent particulièrement bien équipés pour coloniser de multiples 

environnements en adhérant à une grande diversité de substrats (Figure 18) [189, 242, 286].   
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Tableau 4. Protéines de surface impliquées �����v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�����µ�Æ�����}�u�‰�}�•���v�š�•���������o�[�Z�€�š�� déjà 
décrites chez S. agalactiae. 

Groupe de protéines Protéines Motif 
d'ancrage 

Fonction(s) et/ou substrat(s) Sources 

Antigène I/II Ssp-5 LPxTG Co-agrégation, subtrats multiples [286, 401] 

Famille Alp �W�Œ�}�š� �]�v�����r LPxTG Glycosaminoglycanes de l'hôte [45, 286] 

 Rib LPxTG Glycosaminoglycanes de l'hôte [45, 286] 

 R28 LPxTG Glycosaminoglycanes de l'hôte [45, 286] 

 Alp2 LPxTG Glycosaminoglycanes de l'hôte [45, 286] 

Pili/fimbr iae 
 
Protéines à séquences 
répétées riches en sérine 

PI-1, PI-2a, PI-
2b 
Srr-1, Srr-2 

LPxTG 
 

LPxTG 

Co-agrégation, formation de biofilm, 
substrats multiples 
Subtrats multiples 

[213, 328, 
362] 
[275, 346, 
358, 362, 
420] 

Protéines liant la fibronectine Peptidase C5a LPxTz Fibronectine [12, 68, 184] 

 GADPH / PKG /  Fibronectine [32, 114, 183, 
196, 249, 
294, 298, 
359, 434] 

 PavA-like /  Fibronectine [179, 364] 
Protéines liant la laminine Lmb LXXC/XXGC Laminine [45, 382] 

Protéines liant le fibrinogène FbsA, FbsB LPxTG, / Fibrinogène [2, 96, 158, 
310, 336, 
355] 

 CspA LPxTG Fibrinogène (clivage) [165, 363] 

 
 
Protéines liant le 
plasminogène 

GADPH / PKG 
 
GAPDH/PKG 

/  
 
/  

Fibrinogène 
 
Plasminogène, plasmine, actine 

[32, 114, 183, 
196, 249, 
297, 298, 
359, 434] 
[32, 114, 183, 
196, 249, 
297, 298, 
359, 434] 

Protéines liant les  �W�Œ�}�š� �]�v�����t LPxTG IgA [3, 242] 

immunoglobulines Sip Sans ancrage Protection immunologique [18, 43, 263, 
329] 
 

 BPS LPxTG Protection immunologique [116] 

Protéines liant les protéines  Peptidase C5a LPxTz Complément C5a [12] 

du complément �W�Œ�}�š� �]�v�����t LPxTG Facteur H [3, 242] 

Protéines liant les cellules de 
l'hôte 

BibA LPxTG Cellules épithéliales [349] 
 

 FbsA LPxTG Cellules épithéliales et 
endothéliales,  

[158, 310, 
356, 399] 

   agrégation plaquettes  

 FbsB /  Invasion des cellules épithéliales [158] 

 Peptidase C5a LPxTz Cellules épithéliales [68] 

 Lmb LXXC/XXGC Cellules endothéliales [45, 399] 

 Famille Alp LPxTG Cellules épithéliales [31, 242, 384] 

 Pili/Fimbriae LPxTG Cellules épithéliales et endothéliales [7, 213, 253, 
362] 
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 HvgA LPxTG Cellules épithéliales et endothéliales [396] 

 Srr-1 LPxTG Cellules épithéliales [275, 346] 

     
     
     

 

2.2.2. Antigènes I/II 

 

Russel et al. ont été les premiers auteurs à mettre en évidence une protéine de 

surface possédant deux déterminants antigéniques. Cette famille de protéines a alors été 

nommée famille des antigènes I/II [342]. La plupart des streptocoques oraux expriment à 

leur surface au moins un de ces polypeptides (Figure 18) [35]. 

Les antigènes I/II, en raison de leurs multiples sites de liaison, sont impliqués dans 

�o�[���P�Œ� �P���š�]�}�v�� ���š�� �����v�•�� �o���� �(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ������ ���]�}�(�]�o�u�U�� �u���]�•�� � �P���o���u���v�š�� ����ns un grand nombre 

���[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�• avec la matrice extracellulaire (collagène, fibrinogène, fibronectine et 

�o���u�]�v�]�v���•�� ���š�� ���À������ ���[���µ�š�Œ���•�� �‰���Œ�š���v���]�Œ���•�� �u�]���Œ�}���]���v�•�� �}�Œ���µ�Æ�� �š���o�•�� �‹�µ�[Actinomyces naeslundii, 

S. oralis, Porphyromonas gingivalis et Candida albicans [178, 190, 219, 365].  

 

 

Figure 18. Identité de séquences entre des protéines appartenant à la famille des 

antigènes I/II chez les streptocoques (tiré de [35]). 

LP, peptide signal ; A, région riche en alanine ; V, région hypervariable ; P, région riche en proline, C, 

région C-terminale �V�����t���U���•�]�P�v���o�����[���v���Œ���P���������o�����‰���Œ�}�]��(le plus souvent LPxTG). 
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La protéine Gp340 est un récepteur majeur pour la plupart des antigènes de type I/II 

tels SpaP chez S. mutans et SspA et SspB chez S. gordonii. Gp340 est une molécule de 

��� �(���v�•���� �‰�Œ�}���µ�]�š���� �‰���Œ�� �o�[�Z�€�š���� ���µ�� �v�]�À�����µ�� �����•�� �u�µ�‹�µ���µ�•���•�� ���š�� �]�u�‰�o�]�‹�µ� ���� �����v�•�� �o���� �Œ� �P�µ�o���š�]�}�v�� �����•��

réponses cellulaires immunes et dans la différentiation épithéliale [28, 202, 315]. En milieu 

�o�]�‹�µ�]�����U�� �'�‰�ï�ð�ì�� �‰�Œ�}�À�}�‹�µ���� �o�[���P�Œ� �P���š�]�}�v�� �������š� �Œ�]���v�v���� �u���]�•�� �‹�µ���v���� �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���•�š�� �]�u�u�}���]�o�]�•� ���U��

�v�}�š���u�u���v�š�����µ���v�]�À�����µ���}�Œ���o�U�����o�o���������À�]���v�š���µ�v���Œ� �����‰�š���µ�Œ���‰�}�µ�Œ���o�[�����Z� �•�]�}�v��[36]. Plusieurs régions 

présentes sur les antigènes I/II peuvent permettre la liaison à Gp340.  

 

Chez la plupart des streptocoques, ces protéines sont composées de 1310 et 1653 

acides aminés tandis que S. agalactiae ���}������ �����•�� �‰�}�o�Ç�‰���‰�š�]�����•�� ���[���v�À�]�Œ�}�v�� �ô�ò�ï�� �����]�����•�� ���u�]�v� �•��

[286]. Les domaines liant les substrats sont : une région N-terminale riche en alanine (région 

A), une région centrale V et une région riche en proline (P) dans la région C-terminale (Figure 

19) [286]. �>���•�� ���v�š�]�P���v���•�� �/�l�/�/�� �‰�Œ�}�À�]���v���Œ���]���v�š�� ���[�µ�v���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���v�����•�š�Œ���o���� ���}�u�u�µ�v���� ���Ç���v�š��

divergé suite aux pressions sélectives afin de générer une famille de protéines présentant 

des fonctions variées représentatives de la niche écologique de la souche bactérienne [35]. 

 

 

La région N-terminale est bien conservée parmi les streptocoques (Figure 18). Une 

des caractéristiques de cette région est sa richesse en acides aminés chargés positivement et 

hydroxyles [188]. Des séquences de la région A impliquées dans la liaison aux protéines de 

�o�[�Z�€�š���� �•�}�v�š�� �Œ�]���Z���•�� ���v�� ���o���v�]�v���� ���š�� ���}�v�š�]���v�v���v�š�� �������µ���}�µ�‰�� ���[�����]�����•�� ���u�]�v� �•�� �Z�Ç���Œ�}�‰�Z�}�����•�X�� �����•��

séquences sont généralement répétées 3 ou 4 fois [92, 276, 279, 360]. Les séquences 

répétées sont très conservées chez la protéine SpaP de S. mutans et SspA et SspB de 

S. gordonii mais peu chez AspA (codée par le gène spy1325) de S. pyogenes et BspD de 

S. agalactiae (Figure 18). Néanmoins, AspA confère également des propriétés adhésives à la 

protéine Gp340 [448]. Il est à noter que la région A présente des homologies avec la région 

répétée de la protéine M, facteur de virulence majeur de S. pyogenes [92]. La région V paraît 

être la région la plus variable chez les streptocoques (Figure 18). La région V permettrait la 

liaison aux carbohydrates [34, 208]. La région P est riche en proline et est essentielle pour la 

sécrétion et la stabilité de la protéine [286]. Cette région est particulièrement hydrophile et 

�‰���µ�š���!�š�Œ�������Æ�‰�}�•� ���������o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�����Æ�š�Œ�������o�o�µ�o���]�Œ���X���������v�}�u���Œ���µ�•���•�����v���o�Ç�•���•���(�}�v���š�]�}�v�v���o�o���•��

�}�v�š�� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �����š�š���� �Œ� �P�]�}�v�� � �š���]�š�� ���� �o�[�}�Œ�]�P�]�v���� ������ �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�Æ�� �����o�o�µ�o���•�� ������ �o�[�Z�€�š���X�� �>���� �u�}�š�]�(��



���d���d���������>�[���Z�d 

67 
 

�>�W�Æ�d�'�����[���v���Œ���P�����������o�����‰�Œ�}�š� �]�v���������o�����‰���Œ�}�]���������š� �Œ�]���v�v�����~���t���•�����•�š���•�µ�]�À�]�����[�µ�v�����Œ� �P�]�}�v�����[�����]�����•��

aminés majoritairemen�š�� �Z�Ç���Œ�}�‰�Z�}�����•�� ���š�� ���[�µ�v���� �‹�µ���µ����C-terminale chargée positivement 

[188]. Deux séquences de la région nommée BAR en région C-terminale seraient 

�Œ���•�‰�}�v�•�����o���•�� ������ �o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� �����•��streptocoques oraux avec P. gingivalis : KKVQDLLKK et 

NITVK [88]. En amont de la séquence NITVK, se trouve une séquence VxxLL proche de la 

�•� �‹�µ���v������ ���}�v�•���v�•�µ�•�� �>�Æ�Æ�>�>�� �Œ���•�‰�}�v�•�����o���� ���[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�•�� ���v�š�Œ���� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���µ�����Œ�Ç�}�š���•�X�� �>����

�•� �‹�µ���v�������s�Æ�Æ�>�>�����•�š�����•�•���v�š�]���o�o���������o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�����v�š�Œ�����o���•��streptocoques oraux et P. gingivalis. 

La séquence NYTVK est conservée chez les antigènes I/II produit par S. gordonii, S. oralis et 

S. sanguinis, 3 espèces formant des biofilms mixtes avec P. gingivalis [88].  

 

Chez S. agalactiae, un seul antigène de type I/II putatif a été identifié par analyse 

in silico chez la souche 2603 V/R �u���]�•�� ���µ���µ�v���� �����•���Œ�]�‰�š�]�}�v�� �v�[����� �š� �� �Œ� ���o�]�•� ����[286, 401]. Ainsi, 

les antigènes de type I/II ont été très peu recherchés chez S. agalactiae.  

 

 

2.2.3. Famille Alp 

 

La famille des protéines de surface Alp est composée de 4 protéines �W���o���•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���r�U��

Rib, R28 et Alp2 [385]. Les gènes codant les protéines de la famille Alp contiennent de 

multiples répétitions en tandem et le nombre de répétitions est important pour la 

�Œ�����}�v�v���]�•�•���v������ �‰���Œ�� �o���� �•�Ç�•�š���u���� �]�u�u�µ�v�]�š���]�Œ���� ������ �o�[�Z�€�š����[45]. Les recherches sur les protéines 

de la famille Alp sont importantes puisque cette famille offre des possibilités de candidats 

vaccinaux.  

�>�����‰�Œ�}�š� �]�v�����r�����•�š���‰�Œ�}���µ�]�š�����‰ar la plupart des souches appartenant aux sérotypes Ia, Ib 

et II et très rarement chez celles appartenant aux sérotypes III et V tandis que la protéine Rib 

est exprimée par la plupart des souches de S. agalactiae appartenant au sérotype III [385, 

429]�X�� �>���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �Z�]���� ���š�� �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �r�� �‰�Œ� �•���v�š���v�š�� �ô�ì�� �9�� ���[�]�����v�š�]�š� �� ������ �•� �‹�µ���v�����•��[429]. La 

protéine R28 a été identifiée pour la première fois chez une souche de S. pyogenes et a 

également été retrouvée chez des souches de S. agalactiae appartenant au sérotype 

capsulaire V et VIII [242]. La protéine Alp 2 a été identifiée chez peu de souches (toutes de 

sérotype Ia, III et V). Ainsi, la présence des gènes codant les protéines de la famille Alp paraît 

être liée au sérotype capsulaire et la majorité des souches de S. agalactiae possède au moins 
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�o�[�µ�v�������•���ð���P���v���•�����}�����v�š���µ�v�����‰�Œ�}�š� �]�v�����������o�����(���u�]�o�o�������o�‰���������‹�µ�]���•�µ�P�P���Œ�����µ�v���Œ�€�o�����]�u�‰�}�Œ�š���v�š��������

cette famille pour S. agalactiae [242]. 

�>���� ��� �o� �š�]�}�v�� ���µ�� �P���v���� ���}�����v�š�� �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �r�� ���š�š� �v�µ���� �o���� �À�]�Œ�µ�o���v������ ���[�µ�v���� �•�}�µ���Z���� ������

S. agalactiae �š���v���]�•���‹�µ�����o�����‰�Œ�}�š� �]�v�����Z�î�ô���v�[�����‰���•�����[�]�u�‰�����š���•�µ�Œ���o�����À�]�Œ�µ�o���v���������Z���Ì���o���•���•�}�µ�Œ�]�• [31, 

384]. �>�����‰�Œ�}�š� �]�v�����r�����]�v�•�]���‹�µ�����o���•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���Z�]�������š�����o�‰�î���v�[�}�v�š���‰���•�����[�]�u�‰�����š���•�µ�Œ���o�[�����Z� �•�]�}�v�����������•��

cellules � �‰�]�š�Z� �o�]���o���•�������Œ�À�]�����o���•���Z�µ�u���]�v���•���D���í�ô�ì�X���>�����‰�Œ�}�š� �]�v�����r���‰���Œ�u���š���v� ���v�u�}�]�v�•���o�[�]�v�À���•�]�}�v��

de ces cellules [31, 242]�X������ �o�[�]�v�À���Œ�•���U���o���� �‰�Œ�}�š� �]�v�����Z�î�ô�� �‰���Œ�u���š�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�Æ�������o�o�µ�o���•�� �D���í�ô�ì��

[384]. De plus, la protéine Rib confère une immunité protective [384, 385, 429]. 

 

 

2.2.4. Pili 

 

Trois loci codant des pili (PI-1, PI-2a et PI-2b) ont été décrits chez S. agalactiae. 

�>�[�}�Œ�P���v�]�•���š�]�}�v���P� �v� �š�]�‹�µ���������•�������•���ï���}�‰� �Œ�}�v�•�����•�š���•�]�u�]�o���]�Œ�������š�����}����nt 3 sous-unités : PilA, PilB et 

PilC. La sous-unité PilB représente la protéine majoritaire et �•�[�}�o�]�P�}�u� �Œ�]�•���� �‰�}�µ�Œ�� �(�}�Œ�u���Œ�� �o����

squelette du pili tandis que PilA et PilC sont des composants minoritaires (Figure 13A, 

page 54). PilA se répartit sur la longueur du pili et PilC se positionne à la base du pili [103, 

328, 337]. Les souches séquencées de S. agalactiae possède un ou deux loci et la souche 515 

possède uniquement le locus PI-2a. Il est à noter que les trois loci sont situés sur des îlots 

génomiques et pourraient se transférer [337]. 

 

Les propriétés que confèrent les pili à S. agalactiae en termes de virulence restent 

discutées puisque plusieurs études présentent des résultats non concordants. En effet, les 3 

types de pili avaient été initialement décrits comme impliqués dans la formation de biofilm 

[213] mais une autre étude a montré que la formation de biofilm sur des surfaces biotiques 

et abiotiques paraît être essentiellement conférée �‰���Œ���o���� �‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� �‰�]�o�]�� �������š�Ç�‰���� �W�/-2a 

[328]. �>�������]�(�(� �Œ���v�������‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ���‰���Œ���o�����(���]�š���‹�µ�����o���������Œ�v�]���Œ�� étude a été réalisée dans 

des conditions in vitro qui ne reflètent que partiellement les conditions rencontrées in vivo.  

 

Par ailleurs, il a été montré que le pili, et notamment la protéine PilA, contribue à 

�o�[�����Z� �Œ���v������ ���� certaines souches de S. agalactiae au collagène, aux cellules épithéliales 

vaginales et cervicales et à la colonisation de tractus génital féminin [362]�U�������o�[�����Z� �Œ���v������et à 
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�o�[�]�v�À���•�]�}�v�� �����• cellules endothéliales des micro-vaisseaux du cerveau (hBMEC), aux cellules 

épithéliales intestinales (TC7) et aux cellules pulmonaires en conditions statiques ou en 

conditions de flux reproduisant les conditions retrouvées dans les voies respiratoires (A549). 

�W�]�o���� ���}�v�š�Œ�]���µ���� ���� �o�[�]�v�À���•�]�}�v�� ���µ�� �•�Ç�•�š���u�����v���Œ�À���µ�Æ�������v�š�Œ���o�� ���š��au développement de méningites 

[7, 213, 253]. Néanmoins, une autre étude sur une souche différente de S. agalactiae �v�[�����u�]�•��

en évidence aucun rôle de PilA �����v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v����ux cellules épithéliales ME180, A549 et VK2 

[193].  

 

Il a également été montré que les pili, notamment la sous-unité PilB, chez les souches 

NCTC10/84 et 2603 V/R auraient un rôle dans la résistance aux peptides antimicrobiens 

aboutissant à une meilleure survie dans le système sanguin ainsi qu�[�µ�v���� �u���]�o�o���µ�Œe survie 

face aux macrophages ou aux neutrophiles [193, 254]. Néanmoins, une autre étude ne 

détecte aucun rôle de cette protéine chez la souche NEM316 dans la résistance à la 

phagocytose et à la survie intracellulaire au sein des macrophages [302]. La sous-unité PilB 

chez la souche NEM316 est chargée positivement tandis que la sous-unité de la souche 

NCTC10/84 est chargée négativement. La résistance aux peptides antimicrobiens pourrait 

�•�[���(�(�����š�µ���Œ alors par un mécanisme impliquant une répulsion électrostatique [302]. Il est à 

noter également que chez la souche NEM316, PilB est nécessaire pour que la virulence de 

S. agalactiae �•�[���Æ���Œ�������‰�o���]�v���u���v�š�����Z���Ì���o���•���v�}�µ�À�����µ�Æ-nés de souris [302].  

 

Tous ces éléments révèlent des fonctions spécifiques pour les pili qui dépendent du 

type de pilus �]�u�‰�o�]�‹�µ� �U���������o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����µ���‰�]�ous�U���������o�[�Z�€�š�������š��des facteurs environnementaux.  

 

 

2.2.5. Famille des protéines à séquences répétées riches en sérine (protéines Srr) 

 

La protéine Srr-1 (Serine-Rich-Repeat), produite par la majorité des souches 

appartenant aux sérotypes Ia, Ib, V et certaines souches du sérotype III, joue un rôle 

important dans le franchissement de la barrière hémato-encéphalique et dans le 

développement de méningites [358, 361, 420]. Srr-1 est également impliquée dans 

�o�[�����Z� �•�]�}�v�����µ�Æ�������o�o�µ�o���•��� �‰�]�š�Z� �o�]���o���•���]�v�š���•�š�]�v���o���•���~�d���ó�•�U���‰�µ�o�u�}�v���]�Œ���•���~���ñ�ð�õ�•�����š�����µ���o���Œ�Ç�v�Æ���~�,���‰-
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2) [275, 346]. Srr-1 permettrait également le succès de la colonisation du tractus génital 

féminin [362].  

 

 

2.2.6. Famille des protéines à séquences répétées riches en leucine (protéines LRR) 

 

���� �o�[�]�v�•�š���Œ�� ������ �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �^�o�Œ�� ������S. pyogenes et des internalines A et B de 

L. monocytogenes, S. agalactiae produit la protéine Blr riche en répétitions leucine. Ce type 

de protéines est groupable dans la famille des protéines LRR streptococcales (Leucine Rich 

Repeats) [325, 422]. Les protéines LRR sont présentes chez les eucaryotes et les procaryotes 

���š�� �•�}�v�š�� �]�u�‰�o�]�‹�µ� ���•�� �����v�•�� �µ�v�� �P�Œ���v���� �v�}�u���Œ���� ���[interactions entre protéines [211]. Blr, qui 

possède des propriétés immunogéniques, �v�[���•�š�� �‰���•�� ���������•�•�]���o����lorsque S. agalactiae croît in 

vitro ma�]�•���o�[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v��de Blr à la surface chez S. agalactiae augmente ���[�µ�v���(�����š���µ�Œ���í�ì�ì�����Z���Ì��

un mutant dépourvu de capsule polysaccharidique qui masque Blr�X�� �>�[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v�� ������ ���o�Œ��

�•�[accroît également en absence de la protéine de surface Rib. L�[���������•�•�]���]�o�]�š� �������o�����•�µ�Œface de la 

�‰�Œ�}�š� �]�v�����Z�]�����v�[���•�š��quant à elle pas perturbée par la capsule. Chez S. pyogenes�U���o�[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v������

�o���� �•�µ�Œ�(�������� ������ �^�o�Œ�� �v�[���•�š�� �‰���•�� �u�}���µ�o� ���� ���v�� �(�}�v���š�]�}�v�� ������ �o���� �‰�Œ� �•���v���� �}�µ�� �o�[absence de la capsule 

riche en acide hyaluronique, mais augment�������[�µ�v��facteur de 20 chez une souche dépourvue 

de protéine M ou F (ou Sfb1) [422]. Les protéines de surface de S. agalactiae peuvent ainsi 

�•�µ���]�Œ�� ���v�š�Œ���� ���o�o���•�� �µ�v���� �Œ� �P�µ�o���š�]�}�v�� �u� �����v�]�‹�µ���� ���v�� �(�}�v���š�]�}�v�� ������ �o���� �‰�Œ� �•���v�����l�����•���v������ ���[���µ�š�Œ���•��

protéines de surface.  

 

 

2.2.7. Protéines liant la fibronectine 

 

Peu de protéines de S. agalactiae sont capables de lier la fibronectine. Néanmoins, la 

peptidase C5a, codée par le gène scpB, possède cette capacité [12, 68, 184]. De plus, le gène 

codant une protéine similaire à la protéine PavA de S. pneumoniae a été décrite chez une 

souche de S. agalactiae [364]. Chez S. pneumoniae, PavA se fixe à la fibronectine 

immobilisée [179] �u���]�•�� ���•�š�� � �P���o���u���v�š�� �]�u�‰�o�]�‹�µ� ���� �����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�Æ�� �����o�o�µ�o���•�� � �‰�]�š�Z� �o�]���o���•��

A549 et Hep-2 et à des cellules endothéliales microvasculaires du cerveau humain et des 

cellules endothéliales dérivées de veines ombilicales humaines [314]. Néanmoins, des 
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données su�P�P���Œ���v�š���‹�µ�����W���À�����i�}�µ���Œ���]�š���µ�v���Œ�€�o�����]�v���]�Œ�����š�������v�•���o�����À�]�Œ�µ�o���v�������‰���Œ���o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ����������

�o�����u�}���µ�o���š�]�}�v�����[���µ�š�Œ���•���(�����š���µ�Œ�•���������À�]�Œ�µ�o���v������[314]. 

 

 

2.2.8. Protéines liant la laminine 

 

�>�����‰�Œ�}�š� �]�v�����>�u�����~�‰�}�µ�Œ���o���u�]�v�]�v�����]�v���]�v�P�•�U���µ���]�‹�µ�]�•�š�������Z���Ì���o���•���•�}�µ���Z���•�����[�}�Œ�]�P�]�v�����Z�µ�u���]�v����

de S. agalactiae, ���� ���[�����}�Œ���� � �š� �� ��� ���Œ�]�š���� ���}�u�u���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���� �o���� �o���u�]�v�]�v����[382]. 

Plus récemment, �����•���š�Œ���À���µ�Æ���}�v�š���u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�[���o�o�����‰���Œ�u���š�š���]�š��� �P���o���u���v�š���o�[�]�v�À���•�]�}�v�������•�������o�o�µ�o���•��

endothéliales micro-vasculaires du cerveau humain (hBMEC) [399]. Le gène lmb est localisé 

sur un transposon et est adjacent au gène scpB codant la peptidase C5a. Cette région 

génétique apparait être une z�}�v���� �(�}�Œ�š���� ������ �‰�o���•�š�]���]�š� �� �P� �v� �š�]�‹�µ���� �}�¶�� �‰���µ�š�� �•�[�]�v�•� �Œ���Œ��

�(�Œ� �‹�µ���u�u���v�š���o�����•� �‹�µ���v���������[�]�v�•���Œ�š�]�}�v���/�^1548 �}�µ���o�[�]�v�š�Œ�}�v���'���^�]�í��[1, 45]�X���>�����‰�Œ� �•���v�������������o�[�µ�v��ou 

�o�[���µ�š�Œ���� ������ �����•�� � �o� �u���v�š�•�� �‰���Œ���`t être dépendant du complexe clonal des souches [1]. La 

présence d�[�/�1̂548 �]�v���µ�]�š���o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����µ���P���v����lmb et augmente de manière concordante la 

�����‰�����]�š� �����[�����Z� �•�]�}�v�������o�����o���u�]�v�]�v�����u���]�•���v�[�������µ���µ�v�����(�(���š���•�µ�Œ���o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����µ���P���v����scpB et sur la 

�����‰�����]�š� �����[�����Z� �•�]�}�v�������o�����(�]���Œ�}�v�����š�]�v����[1].  

 

 

2.2.9. Protéines liant le fibrinogène 

 

�&���•���� ���š�� �&���•���� �•�}�v�š�� �����µ�Æ�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ��� ���Œ�]�š���•�� ���}�u�u���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ��

fibrinogène [96, 158, 310, 355]. Bien que les deux protéines paraissent avoir la même 

�(�}�v���š�]�}�v�U�� �]�o�� �v�[���Æ�]�•�š���� �‰���•�� ���[�Z�}�u�}�o�}�P�]���� ���v�š�Œ���� �o���•�� �����µ�Æ�� �P���v���•�� ���}�����v�š�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•��[96]. Une 

étude a montré que seulement 21 % des souches testées (n=111) ne possèdent pas le gène 

fbsA, 35 % des souches possèdent uniquement ce gène et 50 % possèdent les 2 gènes. Dans 

cette étude, fbsB �v�[���•�š�� �i���u���]�•�� �š�Œ�}�µ�À� �� ���v�� �����•���v������ ������fbsA [336]. Les souches qui possèdent 

�o���•�� �����µ�Æ�� �P���v���•�� �‰�Œ� �•���v�š���v�š�� �µ�v���� �‰�o�µ�•�� �(�}�Œ�š���� �����‰�����]�š� �� ���[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�� �(�]���Œ�]�vogène [336]. Les 

protéines FbsA et FbsB sont présentes chez toutes les souches de S. agalactiae ST17. 

���[���µ�š�Œ���•�� � �o� �u���v�š�•��indiquent également que �o���� �‰�Œ� �•���v������ ������ �o�[�µ�v�� �}�µ�� �o�[���µ�š�Œ���� �����•��deux gènes 

codant ces protéines de surface paraît être dépendante du groupe ST [2, 336]. 



���d���d���������>�[���Z�d 

72 
 

FbsA paraî�š�� �!�š�Œ���� �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �u���i�}�Œ�]�š���]�Œ���� �]�u�‰�o�]�‹�µ� ���� �����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�� �(ibrinogène. 

FbsA �‰���Œ�u���š�� � �P���o���u���v�š�� ���[�����Z� �Œ���Œ�� ���µ�Æ�� �����o�o�µ�o���•�� �Z���D������ ���š�� �‰�µ�o�u�}�v���]�Œ���•�� ���ñ�ð�õ, induit 

�o�[���P�Œ� �P���š�]�}�v�� �����•�� �‰�o���‹�µ���š�š���•�� �•���v�P�µ�]�v���•�� �Z�µ�u���]�v���•�� �u���i�}�Œ�]�š���]�Œ���u���v�š�� �‰���Œ�� �o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� ������

�o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�� �(�]���Œ�]�v�}�P���v�� ���š�� �i�}�µ���� �µ�v�� �Œ�€�o���� �����v�•�� �o���� �Œ� �•�]�•�š���v������ ���� �o�[�}�‰�•�}�v�}�‰�Z���P�}���Ç�š�}�•�� [158, 

310, 354, 398]. Le nombre de répétitions de séquences répétées présentes dans le gène 

fbsA, qui sont �����o�[�}�Œ�]�P�]�v�����������o�����o�]���]�•�}�v�����µ���(�]���Œ�]�v�}�P���v���U�����•�š���Z���µ�š���u���v�š���À���Œ�]�����o�������[�µ�v�����•�}�µ���Z��������

une autre et est dépendant de la présence du gène fbsB [336, 355].  

�h�v���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �&���•���� ���[�µ�v���� �•�}�µ���Z���� ������S. agalactiae ���[�}rigine humaine est capable de 

lier aussi bien le fibrinogène humain que le fibrinogène bovin grâce à des régions différentes 

[96]. �&���•���� �v�[���•�š�� �‰���•�� �]�u�‰�o�]�‹�µ� e �����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�Æ�� �����o�o�µ�o���•�� � �‰�]�š�Z� �o�]���o���•�� �‰�µ�o�u�}�v���]�Œ���•��

humaines mais par contre joue un rôl���������v�•���o�[�]�v�À���•�]�}�v�������������•���u�!�u���•�������o�o�µ�o���•��[158]�X���>�[���i�}ut 

de la protéine FbsB purifiée �]�v�Z�]������ �‰���Œ�� ���}�u�‰� �š�]�š�]�}�v�� �o�[�]�v�À���•�]�}�v�� �����•�� �����o�o�µ�o���•�� ���ñ�ð�õ�� ������ �‹�µ�]��

indique que �o�����Œ�€�o�����������&���•���������v�•���o�[�]�v�À���•�]�}�v�������•�������o�o�µ�o���•�����•�š�����]�Œ�����š. Tandis que FbsA possède 

�µ�v�� �u�}�š�]�(�� �>�W�Æ�d�'�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[���v���Œ���P���� �����v�•�� �o���� �‰���Œ�}�]�� �������š� �Œ�]���v�v���U�� �&���•���� �v���� �‰ossède pas de 

motif équivalent et pourrait ainsi être sécrétée dans le milieu ou attachée de manière non 

covalente [158].  

 

La sérine protéase CspA de S. agalactiae ���•�š�� �µ�v���� �‰�Œ�}�š� ���•���� ���•�•�}���]� ���� ���� �o�[���v�À���o�}�‰�‰����

�����o�o�µ�o���]�Œ���� �����‰�����o���� ������ ���o�]�À���Œ���o���� �(�]���Œ�]�v�}�P���v���� ������ �o�[�Z�€�š���� ���š�� ������ �•���� �(�]�Æ���Œ�����µ�� �‰�Œ�}���µ�]�š�� ������ �o���� �Œ� �����š�]�}�v�X��

CspA présente des homologies avec la famille de protéines à laquelle appartient la protéase 

C5a. CspA participe en plus à la virulence de S. agalactiae chez un modèle rat et à la 

�Œ� �•�]�•�š���v�����������o�[�}�‰�•�}�v�}�‰�Z���P�}���Ç�š�}�•�����‰���Œ�������•���v���µ�š�Œ�}�‰�Z�]�o���•���Z�µ�u���]�v�•��in vitro [165, 363]. 

 

 

2.2.10. Protéines liant le plasminogène  

 

Les glycéraldéhydes 3-phosphate deshydrogénases (GADPH) sont des enzymes 

cytoplasmiques impliquées dans le métabolisme glycolytique. �D���o�P�Œ� ���o�[�����•���v�������������•�]�P�v���o��������

sécrétion, elles sont exprimées à la surface de plusieurs bactéries, champignons et 

�‰�Œ�}�š�}�Ì�}���]�Œ���•�X�� �����•�� ���v�Ì�Ç�u���•�� ������ �u� �v���P���� �‰���µ�À���v�š�� �!�š�Œ���� �]�u�‰�o�]�‹�µ� ���•�� �����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�Æ��

���}�u�‰�}�•���v�š�•���������o�[�Z�€�š�������}�u�u�����o�����(�]���Œ�}�v�����š�]�v�������š���o�����‰�o���•�u�]�v�}�P���v�������š���‰���µ�À���v�š�����]�v�•�]�������À���v�]�Œ�������•��
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facteurs de virulence [114, 196, 297, 298, 434]. Chez S. agalactiae, une telle protéine a été 

mise en évidence à la surface cellulaire [359]�X�� ���o�o���� ���•�š�� �����‰�����o���� ���[interagir avec du 

�‰�o���•�u�]�v�}�P���v���U�����µ���(�]���Œ�]�v�}�P���v�������š���������o�[�����š�]�v�������š��participe à la virulence de S. agalactiae chez la 

souris [249, 359]�X���>�[�����Z� �•�]�}�v�����µ���‰�o���•�u�]�v�}�P���v�����‰���µ�š�������š�]�À���Œ���o�����‰�o���•�u�]�v�����‰�}�µ�À���v�š���P� �v� �Œ���Œ���µ�v����

activité protéolytique. S. agalactiae pourrait, par cette voie, dégrader la fibronectine de 

�o�[�Z�€�š����[249]. La GADPH chez S. agalactiae pourrait également être impliquée dans 

�o�[interaction avec des protéines de S. agalactiae telles les 3 sous-unités composant le pilus 

�~�W�]�o���U�� �W�]�o���� ���š�� �W�]�o���•�� �u���]�•�� � �P���o���u���v�š�� ���À������ ���[���µ�š�Œ���•�� ���•�‰�������•�� �������š� �Œ�]���v�v���•�� ���}�u�u����L. lactis, 

S. aureus, S. pyogenes et E. coli [291]. Chez S. agalactiae, la localisation extracellulaire de la 

�'�����W�,�� ���•�š�� �•�š�]�u�µ�o� ���� ���v�� �����•�� ������ �o�Ç�•���� �����o�o�µ�o���]�Œ���� ���}�u�u���� ���� �o���� �•�µ�]�š���� ���[�µ�v���� ���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v�� ���� ������ �o����

pénicilline G ou en cas de sure�Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����[�µ�v�������µ�š�}�o�Ç�•�]�v���X�������o�[�]�v�À���Œ�•�����������o�����'�����W�,���‰�Œ�}���µ�]�š����

par L. lactis, la GADPH de S. agalactiae �]�v���µ�]�š���o�[���‰�}�‰�š�}�•�����������u�����Œ�}�‰�Z���P���•���������•�}�µ�Œ�]�•��[291]. 

 

 Par ailleurs, la phosphoglycérate kinase (PKG) a été trouvée à la surface cellulaire des 

souches de S. agalactiae [32, 183]. Cette enzyme est également impliquée dans la voie 

�P�o�Ç���}�o�Ç�š�]�‹�µ���X���>�����W�<�'���•�����(�]�Æ�������µ���‰�o���•�u�]�v�}�P���v���U�������o�����‰�o���•�u�]�v���U�������o�����(�]���Œ�}�v�����š�]�v�������š�������o�[�����š�]�v����������

�o�[�Z�€�š�������š���o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v���������o�����W�<�'�����Z��z des cellules HeLa altère leur cytosquelette [32]. 

 

 

2.2.11. Protéines liant les immunoglobulines 

 
Chez S. agalactiae, la �‰�Œ�}�š� �]�v�����t interagit avec 2 composants du système immunitaire 

humain : la fraction C des immunoglobulines A du sérum humain et le facteur H du plasma 

�‹�µ�]�� �]�v�Z�]������ �o�[�����šivation du complément [3, 242]. Cette protéine est trouvée chez toutes les 

souches appartenant au sérotype capsulaire Ib, chez une minorité des souches appartenant 

aux sérotypes la, II et V et jamais chez celles appartenant au sérotype III. Contrairement à 

beaucoup de protéines de surface, la protéine �t ne possède pas de longues séquences 

répétées mais contient une région riche en proline dans sa partie C-terminale.  

 

Les 9 sérotypes capsulaires de S. agalactiae produisent une protéine exposée à la 

surface cellulaire nommée Sip pour Surface Immunogenic Protein [18, 43, 329]�X���>�[���v���o�Ç�•e de 

séquence de Sip ne révèle pas de structures répétées, de motif LPxTG ou de motif de liaison 
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aux immunoglobulines A (MLKKIE). La protéine Sip représente une cible de choix pour un 

modèle vaccinal puisque des études ont montré que des souris étaient immunisées après 

�µ�v�����]�v�i�����š�]�}�v�����[�µ�v�� protéine Sip recombinante [43, 263]. 

 

La protéine BPS (pour groupe B Protective Surface protein) présentant des similarités 

avec la protéine R de S. agalactiae est également exposée à la surface cellulaire. La 

vaccination avec une protéine BPS recombinante protège des souris contre la virulence de 

S. agalactiae et le taux de mortalité en est fortement diminué [116]. 

 

 

2.2.12. Protéines liant les protéines du complément 

 

Le gène scpB�U�� ���}�����v�š�� �o���� �‰���‰�š�]�����•���� ���ñ���� ���Æ�‰�}�•� ���� ���� �o���� �•�µ�Œ�(�������� �������š� �Œ�]���v�v���U�� �v�[���� � �š� ��

identifié que dans les génomes de souches de S. agalactiae pathogènes humaines et non 

chez les souches isolées de bovins. La peptidase C5a présente une forte identité par rapport 

à la protéine ScpA de S. pyogenes ce qui suggère un transfert horizontal entre ces deux 

espèces [29, 45, 97, 132]. Elle permet la dégradation de la protéine du complément humain 

C5a, lie la fibronectine immobilisée [12] et confère un pouvoir invasif des lignées cellulaires 

épithéliales A549 et Hep2 [68]�X���E� ���v�u�}�]�v�•�U���µ�v���u�µ�š���v�š���PscpB �v�[���•�š���‹�µ�����‰���Œ�š�]���o�o���u���v�š�����(�(�����š� ��

dans sa capaci�š� �����[�����Z� �•�]�}�v�������o�����(�]���Œ�}�v�����šine. Ce résultat est en accord avec la quantité de 

travaux qui révèlent un arsenal de protéines de surface pouvant adhérer à de nombreux 

substrats et dont pour certaines, les fonctions se rejoignent [68].  

 

 

2.2.13. Protéines liant les cellules de l'hôte 

 

 La protéine BibA est présente chez 7 souches séquencées de S. agalactiae dont la 

souche 515 et NEM316 et chez toutes les autres souches de S. agalactiae testées (n=25) 

[349]. BibA est capable de lier le régulateur du complément humain C4bp, les cellules 

épithéliales cervicales ME180, et les cellules pulmonaires A549. Une délétion du gène codant 
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BibA diminue la résistance de S. agalactiae dans le système sanguin, la résistance à la 

phagocytose et affecte la virulence chez le modèle souris [349].  

 

HvgA, produite par les souches de S. agalactiae appartenant au complexe clonal 17 et 

au sérotype capsulaire 17, permet le franchissement des barrières intestinales et de la 

barrière hémato-encéphalique. HvgA est capable de lier de nombreuses lignées de cellules 

eucaryotes : cellules épithéliales intestinales Caco-2, les cellules constituant la barrière 

hémato-encéphalique hCMEC/D3, les cellules endothéliales de micro-vaisseaux du cerveau 

MVEC et hBMEC, les cellules épithéliales du plexus choroïdes CPEC et les cellules HeLa [396]. 

 

 

 

2.3. Les sortases : a���š���µ�Œ�•���������o�[���v���Œ���P���������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���������•�µ�Œ�(�������������v�•���o����

paroi bactérienne 

 

�>���•�� �•�}�Œ�š���•���•�� �•�}�v�š�� �����•�� �š�Œ���v�•�‰���‰�š�]�����•���•�� �‹�µ�]�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[���v���Œ���P���� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•��de 

surface dans �o�[���v�À���o�}�‰�‰���� �������š� �Œ�]���v�v���X Des analyses informatiques ont révélé leur présence 

dans tous les génomes bactériens à coloration Gram positive [286]. Les sortases sont 

classifiées selon leur fonction (Figure 19). Les sortases de classe A sont les sortases de 

�u� �v���P���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[���v���Œ���Œ�� �o���� �u���i�}�Œité des protéines de surface. Les sortases de classe B 

pourraient être impliquées �����v�•�� �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ���µ�� �(���Œ�� ���š�� �o�[���•�•���u���o���P���� ������ �‰�]�o�]�� �u���]�•�� �v���� �•�}�v�š 

produites �‹�µ�����‰���Œ���‰���µ�����[���•�‰�������• comme Bacillus cereus et C. difficile. Les sortases de classe 

C sont retrouvées chez les espèces pathogènes, comme par exemple E. faecium et 

S. agalactiae, et sont impliquées dans la formation des �‰�]�o�]�����š�������v�•���o�[���v���Œ���P���������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•��������

surface essentielles à la virulence. Les sortases de classe D ne sont présentes que chez les 

Bacilles, les Clostridium et les Actinomycètes et leurs cibles sont des gènes impliqués dans 

des fonctions enzymatiques et dans la sporulation. Les fonctions des sortases des classes E et 

F sont peu connues. Les sortases appartenant à la classe E pourraient être les sortases de 

ménage des espèces possédant un haut pourcentage en G+C [286, 352, 383].  
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Figure 19. Arbre phylogénétique des six classes de sortases des bactéries à coloration 

Gram positive ( tiré de [383]) 

Un alignement multiple basé sur les séquences de 73 sortases a été généré en utilisant le programme 

COBALT et un arbre phylogénétique a été construit en utilisant la méthode développée par 

Papadopoulos [301]. Les sortases analysées ont été classifiées en 6 sous-familles en fonction de leurs 

séquences primaires. Il est à noter que les classes D et E décrites ici sont référées comme appartenant 

toutes les deux à la classe D selon la nomenclature de Dramsi et al [105]. Les sortases appartenant 

aux classes A à F sont représentées ainsi que les principales fonctions connues de leurs substrats.  

 

 

Ces enzymes catalysent une première réaction de transpeptidation clivant la protéine 

de surface au niveau du peptide signal (Figure 20). Une deuxième étape consiste à 

incorporer les protéines clivées a�µ�� �•���]�v�� ������ �o�[���v�À���o�}�‰�‰��. Les protéines de surface chez les 

bactéries à coloration Gram positive possèdent 2 motifs reconnus par les sortases : le 

peptide signal YSIRK/GS en région N-terminale et un signal de sortie en région C-terminale 

(CWA pour Cell Wall Anchor, le plus souvent un motif LPxTG) [259, 352] (Figure 20). Les 

protéines arborant un motif YSIRK sont le plus souvent réparties sur toute la surface 
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bactérienne tandis que les protéines sans ce motif sont généralement trouvées aux pôles 

cellulaires [91].  

 

 

 

Figure 20�X���Z�€�o�����������o�����•�}�Œ�š���•�������������v�•���o�[���v���Œ���P���������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�������o�����‰���Œ�}�]�������o�o�µ�o���]�Œ���������•��

bactéries à coloration Gram positive (tiré de [352]). 

Les protéines de surface sont synthétisées comme des précurseurs avec un peptide signal en N-

terminal et un motif de sortie LPxTG en région C-terminale qui inclut un domaine hydrophobique 

�~���}�]�š�����v�}�]�Œ���•�����š���µ�v�����‹�µ���µ�������Z���Œ�P� �����‰�}�•�]�š�]�À���u���v�š���~�=�•�X���^�µ�]�À���v�š���o�[�]�v�]�š�]���š�]�}�v�������v�•���o�����•�Ç�•�š���u�����������•� ���Œ� �š�]�}�v�U��

le peptide signal est clivé, tandis que la sortase A recherche la présence de motif LPxTG sur les 

précurseurs. Après le clivage du précurseur par la sortase A entre la thréonine (T) et la glycine (G) du 

motif LPxTG, un intermédiaire acyl est formé entre le site actif cystéine (C) de la sortase A et le groupe 

carboxyle ������ �o���� �š�Z�Œ� �}�v�]�v���� ���� �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� �� ��-terminale de la protéine de surface. Le groupe amine des 

ponts transversaux entre le lipide II effectue une attaque nucléophile sur la liaison thioester entre la 

sortase A et son substrat clivé, formant ainsi une liaison amide (isopeptide) entre la thréonine en C-

terminal et le lipide II. Les réactions de transglycosylation et de transpeptidation permettent 

�o�[�]�v���}�Œ�‰�}�Œ���š�]�}�v�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���������•�µ�Œ�(��������au sein de la paroi cellulaire des bactéries à coloration Gram 

positive. MN et GN représentent respectivement �o�[�����]�������E-acétylmuramique et N-acétylglucosamine. 
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S. agalactiae possède une sortase de classe A et un nombre variable de sortases de 

classe C [80]. Une souche dépourvue du gène srtA, codant la sortase A, est déficiente dans 

�o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�Æ�� ���}�u�‰�}�•���v�š�•�� �‰�Œ�]�v���]�‰���µ�Æ�� ������ �o���� �u���š�Œ�]������ ���Æ�š�Œ�������o�o�µ�o���]�Œ���� �~�(�]���Œ�]�v�}�P���v���� ���š��

�(�]���Œ�}�v�����š�]�v���•�����š���‰�Œ� �•���v�š����� �P���o���u���v�š���µ�v������� �(�]���]���v�����������v�•���o�[�����Zésion aux cellules épithéliales 

humaines (Caco-2, A549 et HeLa) et de souris (L2). La colonisation de souris gnotobiotiques 

�‰���Œ�� �µ�v���� �•�}�µ���Z���� �PsrtA ���•�š�� �(�}�Œ�š���u���v�š�� ���]�u�]�v�µ� ���� �o�}�Œ�•�� ���[���•�•���]�•�� ������ ���}�u�‰� �š�]�š�]�}�v�� �u�!�u���� �•�]�� �o����

�À�]�Œ�µ�o���v������ ������ �o���� �•�}�µ���Z���� �v�[���•�š�� �‰���•�� ���(�(�����š� ����[216]. �>���� ��� �o� �š�]�}�v�� ������ �o���� �•�}�Œ�š���•���� ���� �v�[���(�(�����š���� �‰���•�� �oa 

polymérisation du pili chez S. agalactiae �v� ���v�u�}�]�v�•�� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ���µ�� �‰�]�o�µ�•�� ���� �o���� �•�µ�Œ�(�������� ���•�š��

�Œ� ���µ�]�š�� ���š�� �o���•�� ���}�u�‰�}�•���v�š�•�� �•�[�������µ�u�µ�o���v�š�� �����v�•�� �o���� �u�]�o�]���µ�� ���Æ�š�Œ�������o�o�µ�o���]�Œ����[287]. La sortase de 

ménage de la classe A chez S. agalactiae�U�����}�v�š�� �o���� �•�}�µ���Z���� �ñ�í�ñ�U�� ���•�š�� �Œ���•�‰�}�v�•�����o���� ������ �o�[���v���Œ���P����

des pili PI-2a dans la paroi ma�]�•���‰���•���������o�[���v���Œ���P���������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����������•�•�}�]�Œ���•�����µ���•���]�v�������•���‰�]�o�]�X��La 

sortase A paraît bien représenter la sortase de ménage chez S. agalactiae [209, 281, 328]. 

Les sortases de classe C semblent être groupées ���µ�� �•���]�v�� ���[�}�‰� �Œ�}�v�•�� ���}�����v�š�� �����•�� �‰�]�o�]��

[337]. Les 3 opérons codant les pili décrits chez S. agalactiae, PI-1, PI-2a et PI-2b, codent 

ainsi chacun 2 sortases appartenant à la classe C. Comme pour les pili de type PI-1, ce sont 

les sortases de la classe C qui sont responsables ������ �o�[���•�•���u���o���P���� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���������•�•�}�]�Œ���•��

des pili PI-2a [209, 281, 328].  

 

S. agalactiae produit donc deux types de sortases qui possèdent un rôle déterminé 

�����v�•���o�[���v���Œ���P���������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���������•�µ�Œ�(�����������š�������•��pili. 
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3. Le facteur CAMP : une hémolysine ubiquiste chez S. agalactiae 

 

3.1. Composition de la paroi des érythrocytes mammifères 

 

Chez les mammifères, les érythrocytes sont des cellules anucléées, dont le 

cytoplasme est riche en hémoglobine, contenant des atomes de fer, et qui assurent le 

transport des gaz respiratoires. La membrane érythrocytaire est composée de protéines et 

de lipides �]�v�š�Œ�]�‹�µ� �•�� ���}�v�š�� �o���� ���}�u�‰�}�•�]�š�]�}�v�� ���Æ�����š���� �À���Œ�]���� ���v�� �(�}�v���š�]�}�v�� ������ �o�[�}�Œ�P���v�]�•�u����[334]. Les 

phospholipides, dont les principaux représentants sont la phosphatidylcholine, la 

phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine et la sphingomyéline, et le cholestérol sont 

des composants essentiels de cette membrane [418]. Dans la plupart des tissus mammifères, 

la sphingomyéline représente de 2 à 15% de la totalité des phospholipides mais cette 

concentration est généralement beaucoup plus importante dans les membranes 

érythrocytaires. Chez les mammifères, la sphingomyéline peut être métabolisée en céramide 

(N-acyl-sphingosine), un lipide membranaire bioactif, �•�}�µ�•�� �o�[�����š�]�}�v�� ���[�µ�v����sphingomyélinase 

[9].  

 

 

3.2. Action des sphingomyélinases sur la paroi des érythrocytes 

 

Les sphingomyélinases bactériennes sont des protéines sécrétées qui sont capables 

���[�µ�š�]�o�]�•���Œ���o���•���o�]�‰�]�����•���������o�[�Z�€�š�����‰�}�µ�Œ�����Æ���Œ�����Œ���o���µ�Œ�•�����(�(���š�•�����Ç�š�}�š�}�Æ�]�‹�µ���• [405]. La production de 

sphingomyélinases a été identifiée chez diverses espèces bactériennes dont Bacillus cereus, 

Staphylococcus aureus, Listeria sp., Leptospira interrogans, Pseudomonas sp., 

Helicobacter pylori, M. tuberculosis et Clostridium perfringens [274]. Les sphingomyélinases 

sont connues pour être des facteurs fragilisant la membrane érythrocytaire si celle-ci 

contient plus de 45% de sphingomyéline, et pouvant, par conséquent, engendrer la 

libération des hémoglobines augmentant ainsi la quantité de fer disponible dans 

�o�[environnement extracellulaire [405]. Sous �o�[�����š�]�}�v�� ���[�µ�v�� sphingomyélinase, un simple 

refroidissement peut entraîner la lyse érythrocytaire [274].  
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Etant donnée la concentration en sphingomyéline de leur membrane, les 

érythrocytes de �o�[�,�}�u�u�� (27%), de la souris (25 %), du lapin (19%) et du cheval (10 %) ne 

sont quasiment pas sensibles ���� �o�[�����š�]�}�v�� ������ �o����sphingomyélinase tandis que les chèvres, les 

moutons et les bovins le sont (respectivement 46%, 51% et 52%) [274, 331, 334, 405]. 

Néanmoins, il est à noter que les érythrocytes de lapins ont malgré tout été décrits comme 

sensibles après un traitement à la phospholipase C qui convertit les phospholipides en 

diacylglycérol. 

 

Les sphingomyélinases bactériennes sont considérées comme des facteurs de 

�À�]�Œ�µ�o���v������ �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�•�� �‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o�� ���� � �š� �� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �����•�� �u�µ�š���v�š�•�� �v���� �‰�Œ�}���µ�]�•���v�š�� �‰�o�µ�•�� �����š�š����

enzyme devenaient moins virulents chez la souris [38, 149] et chez le lapin [289]. 

 

 

 

3.3. Description et caractérisation de la réaction synergique 

hémolytique induite par S. aureus et S. agalactiae 

 

�>�[�������]�š�]�}�v�� ������sphingomyélinase staphylococcale et de Mg2+ à une solution 

���[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}���Ç�š���•���������u�}�µ�š�}�vs résulte en une hydrolyse de la sphingomyéline. Néanmoins, ceci 

�v�[�����}�µ�š�]�š�� ���� �o���� �o�Ç�•���� �����•�� �����o�o�µ�o���•�� �‹�µ���� �����v�•�� �����Œ�š���]�v���•�� ���}�v���]�š�]�}�v�•�� �•�µ�‰�‰�o� �u���v�š���]�Œ���• : un 

�Œ���(�Œ�}�]���]�•�•���u���v�š�U���o�[�������]�š�]�}�v�� ���[EthyleneDiamineTetraAcetate (EDTA) [376], la modification du 

pH ou de la concentration en sel [316, 435]�U�� �}�µ�� �o�[�������]�š�]�}�v�� ���[�µ�v�� �‰�Œ�}���µ�]�š�� ���Æ�š�Œ������llulaire 

spécifique produit par S. agalactiae, nommé facteur CAMP [75]. En raison de sa facilité 

���[���Æ� ���µ�š�]�}�v�� ���š�� ������ �•�}�v�� �(���]���o���� ���}�¸�š�U�� ��e dernier devint le moyen privilégié ���[�]�����v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� ������

S. agalactiae, par un simple test sur gélose développé par R. Christie, N. E. Atkins et E. 

Munch-Petersen, desquels le facteur CAMP (également nommé protéine B) a tiré son nom 

[75]. Le test CAMP consiste en la réalisation de stries adjacentes de S. aureus et de la souche 

à tester. Le test CAMP est dit positif, c'est-à-���]�Œ�����‹�µ�[�]�o���Ç�������‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�����µ���(�����š���µ�Œ�������D�W�U���•�]���µ�v����

�Ì�}�v���� ���[�Z� �u�}�o�Ç�•����synergique caractéristique en forme de flèche est visible entre les deux 

stries.  
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3.4. Des niches écologiques communes entre S. aureus et les 

streptocoques 

 

C�Z���Ì�� �o�[�Z�}�u�u����S. aureus est principalement retrouvé dans les voies nasales mais 

également au niveau de la peau, des muqueuses, des valves cardiaques et des principales 

protéines de la matrice extracellulaire [150, 210, 306]. Par ailleurs, cette espèce constitue 

�o�[�µ�v�� �����•�� �‰�Œ�]�v���]�‰���µ�Æ�� �‰���š�Z�}�P���v���•�� �Œ���•�‰�}�v�•�����o��s de mammites chez les bovins [135]. De 

manière très intéressante, S. aureus ���•�š��� �P���o���u���v�š�������‰�����o�������[���v�À���Z�]�Œ���o�����•�Ç�•�š���u�����•���v�P�µ�]�v��������

son hôte. La possibilité de retrouver S. aureus en proximité immédiate avec S. agalactiae ou 

une autre espèce de streptocoque laisse suggérer que la réaction hémolytique synergique 

entre le facteur CAMP et la sphingomyélinase peut être un phénomène non anecdotique 

�o�}�Œ�•�����[�µ�v�����]�v�(�����š�]�}�v�X���� 

 

3.5. Caractéristiques du facteur CAMP 

 

Le facteur CAMP a été purifié et caractérisé par Bernheimer puis par Jürgens en, 

respectivement, 1979 et 1985 [21, 200]. En 1979, le facteur CAMP est décrit comme étant un 

composé thermostable, de masse moléculaire de 23,5 kDa ayant un point isoélectrique (pI) 

de 8,3 et composé à 4% de carbohydrates [21]. Des éléments contradictoires en 1985 

montrent que le facteur CAMP aurait une masse moléculaire de 25 kDa et un pI de 8,9 [200]. 

���[���µ�š�Œ���•�����Æ�‰� �Œ�]���v�����•�����µ�Œ���]���v�š���šendance à confirmer cette deuxième démonstration [351].  

Le facteur CAMP possède des propriétés immunogènes et est produit durant 

�o�[�]�v�À���•�]�}�v���������o�[�Z�€�š����[47, 197]�X���>�[�Z� �u�}�o�Ç�•�������]�u�]�v�µ�����o�}�Œ�•�‹�µ�[�}�v�����i�}�µ�š����au mix réactionnel initial 

(facteur CAMP, sphingomyélinase et érythrocytes) du sérum provenant de bovins 

antérieurement infectés avec une suspension de S. agalactiae et ayant développé une 

mammite [47]. De plus, la vaccination de vaches laitières avec une protéine chimérique 

possédant des épitopes du facteur CAMP et du facteur Uberis (cf partie 3.9.1.) résulte en 

une diminution signifi�����š�]�À���� ������ �o�[�]�v�(�o���u�u���š�]�}�v��[126]. Le facteur CAMP peut se lier aux 

immunoglobulines des classes IgG et IgM de nombreuses espèces mammifères [197]. Le 
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complexe immunoglobuline/facteur CAMP formé inhibe la réaction hémolytique due au 

facteur CAMP [197]. Néanmoins, des résultats plus récents sont en contradiction avec cette 

�‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� ���‰�µ�]�•�‹�µ�[���µ���µ�v����interaction entre le facteur CAMP et les immunoglobulines G �v�[�����‰�µ��

être détectée �����v�•���o���•�����}�v���]�š�]�}�v�•���������o�[���Æ�‰� �Œ�]���v���� [115]. 

 

 

3.6. Mécanistique du facteur CAMP  

 

Le facteur CAMP est un produit extracellulaire et il a été montré que la présence 

�•���µ�o���� ���µ�� �(�����š���µ�Œ�� �����D�W�� �‰�µ�Œ�]�(�]� �� �•�µ�(�(�]�•���]�š�� ���� �‰�Œ�}�À�}�‹�µ���Œ�� �o�[� �À���v���u���v�š�� ������ �o�Ç�•����des cellules 

uniquement lorsque celles-ci étaient prétraitées avec de la sphingomyélinase. Le clivage de 

la sphingomyéline en céramide par la sphingomyélinase apparaît donc comme un pré-requis 

essentiel pour la lyse cellulaire induit par le facteur CAMP [21]. Ainsi, le facteur CAMP 

permet la lyse d���•�� � �Œ�Ç�š�Z�Œ�}���Ç�š���•�� ���}�v�š�� �o���� �u���u���Œ���v���� ���•�š�� ���}�u�‰�}�•� ���� ���[���µ�� �u�}�]�v�•�� �ð�ñ�9��de 

sphingomyéline �‰�µ�]�•�‹�µ���� �������]�� ���•�š�� �o���� �•���µ�]�o�� �u�]�v�]�u���o�� �‰�}�µ�Œ�� �o�[�����š�]�}�v�� ������ �o����sphingomyélinase 

bactérienne [197].   

 

�>�[� �š�µ������ ������ �o�[�����š�]�À�]�š� �� ���µ�� �(�����š���µ�Œ�� �����D�W�� �‰���Œ�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������ �o�]�‰�}�•�}�u���•��synthétiques a 

montré que la part de cholestérol dans la membrane des cellules eucaryotes pouvait 

�]�v�(�o�µ���v�����Œ�� �o�[�����š�]�À�]�š� ��du facteur CAMP [223, 388]. Les liposomes sans cholestérol sont 

insensibles au facteur CAMP tandis que, lorsque la concentration en cholestérol augmente 

�i�µ�•�‹�µ�[�� 45%, les liposomes deviennent trois fois plus sensibles au facteur CAMP [223].  

 

Cinquante pour cent des érythrocytes de moutons sont lysés en 25 minutes à 25°C 

avec 1,25 ng/ml de facteur CAMP purifié [223] (Figure 21A.). Plus la concentration en facteur 

CAMP est élevée, plus la lyse est rapide. Sans prétraitement à la sphingomyélinase, le 

facteur CAMP a également une activité lytique mais à des concentrations beaucoup plus 
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élevées (Figure 21B) [223]. Ainsi, des cellules non traitées sont environ 10 000 fois moins 

sensibles que des cellules traitées à la sphingomyélinase.  

Le facteur CAMP lie les membranes érythrocytaires et notamment les protéines de la 

membrane cellulaire. Certaines données suggèrent que le facteur CAMP lie spécifiquement 

les noyaux glycanes des protéines ancrées aux glycosylphosphatidyl inositols (GPI) [223, 

224]. Le facteur CAMP paraît ne �‰���•�����À�}�]�Œ�����[�����š�]�}�v�����v�Ì�Ç�u���š�]�‹�µ�������}�v�š�Œ�����o������� �Œ���u�]�������u���]�• sa 

liaison avec celle-ci entraînerait une désorganisation de la bicouche lipidique des 

érythrocytes et par conséquent la lyse cellulaire [21]. Par la suite, des essais hémolytiques en 

utilisant du polyéthylène glycol (PEG) de différents poids moléculaires comme moyen de 

protection osmotique ont montré que, plus le PEG a une masse molaire élevée, plus la 

sensibilité des érythrocytes vis-à-vis du facteur CAMP diminue�X���������]�����}�v�(�]�Œ�u���Œ���]�š���o�[�Z�Ç�‰�}�š�Z���•����

���[�µ�v���� �o�Ç�•���� �����•�� � �Œ�Ç�š�Z�Œ�}���Ç�š���•�� �‰���Œ�� �µ�v���� �u�}���]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o���� �‰�Œ���•�•�]�}�v�� �}�•�u�}�š�]�‹�µ���� �]�v�š�Œ��cellulaire 

suite à la désorganisation de la membrane érythrocytaire [223].  

Figure 21�X���>�Ç�•�������[érythrocytes de mouton par le facteur CAMP dans différentes conditions 

(tiré de [223]). 

A, lyse de cellules prétraitées à la sphingomyélinase (50 mU/ml) et exposition des cellules à diverses 

concentrations de facteur CAMP �V�� ���U�� �,� �u�}�o�Ç�•���� ���[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}���Ç�š���•�� ������ �u�}�µ�š�}�v�� �‰���Œ�� �o����facteur CAMP sans 

�‰�Œ� �š�Œ���]�š���u���v�š�� ���� �o���� �•�‰�Z�]�v�P�}�u�Ç� �o�]�v���•���X�� �>�[�Z� �u�}�o�Ç�•���� ���•�š�� �u���•�µ�Œ� ���� ���}�u�u���� �o���� ���]�u�]�v�µ�š�]�}�v�� ������ �o���� ���K à 

650 nm.  

 

�'�X�U�p�H�����P�L�Q���� �'�X�U�p�H�����P�L�Q����
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Une analyse par microscopie électronique a révélé la formation de pores de tailles et 

formes variables dans la membrane érythrocytaire so�µ�•���o�[���(�(���š�����µ���(�����š���µ�Œ�������D�W (Figure 22). 

Le facteur CAMP forme des oligomères mais ceux-ci ne sont pas stables après la 

solubilisation de la membrane sur laquelle ils étaient liés. Ceci indique que le facteur CAMP 

est capable de lier la membrane cellulaire, ������ �•�[�}�o�]�P�}�u� �Œ�]�•���Œ�� ���š�� ������ �(�}�Œ�u���Œ��des pores 

aboutissant ainsi à la lyse cellulaire [223].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22. Visualisation par microscopie électronique des pores formés dans la membrane 

���[érythrocytes de moutons �•�}�µ�•���o�[�����š�]�}�v�����µ facteur CAMP (tiré de [223]). 

Les érythrocytes sont prétraités avec de la sphingomyélinase et incubés avec le facteur CAMP purifié à 

une concentration de 70 µg/ml et les membranes lysées sont lavées par centrifugation. Les lésions 

varient en forme et en taille.  
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3.7. Présence ubiquiste ���[�µ�v���(�����š���µ�Œ�������D�W��chez S. agalactiae 

 

Quasiment tous les isolats (96 à 99%) humains de streptocoques appartenant au 

groupe B de Lancefield réagissent positivement au test CAMP [120, 138, 309, 324].  

Par ailleurs, le gène cfb codant le facteur CAMP chez S. agalactiae a été mis en 

évidence et séquencé pour la première en 1994 par Podbielski [311]. Par la suite, une PCR 

pour la détection de S. agalactiae a pu être mise au point en utilisant des amorces 

spécifiques à cfb. La présence du gène cfb a été détectée chez toutes les souches testées de 

S. agalactiae �]�•�}�o� ���•�����[���]�Œ���•���P� �}�P�Œ���‰�Z�]�‹�µ���•���À���Œ�]� ���•���~�v�A�í�ò�î�•�U���������‹�µ�]���‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���•�]�P�v�]�(�]���Œ���‹�µ����cfb 

est un gène essentiel pour S. agalactiae [205].  

 

 

3.8. Le facteur CAMP, un facteur de virulence ? 

 

En 1981�U�� �����•�� ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�� �}�v�š�� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ�[�µ�v���� �‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ������ �(�����š���µ�Œ�� �����D�W��

partiellement purifié était létal chez des animaux, notamment chez des lapins [372]. Ces 

� �o� �u���v�š�•�� �•�µ�P�P���Œ���v�š�� �o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v�� ���µ�� �(�����š���µ�Œ�� �����D�W�� �����v�•�� �o���� �‰�}�µ�À�}�]�Œ�� �‰���š�Z�}�P���v���� ������

S. agalactiae. E�v�� �í�õ�ô�ó�U�� ���[���µ�š�Œ���•�� ���µ�š���µ�Œ�•�� �}�v�š�� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �����•�� �]�v�i�����š�]�}�v�•�� �]�v�š�Œ���À���]�v���µ�•���•�� ������

fa���š���µ�Œ�������D�W���‰�µ�Œ�]�(�]� ���•���µ�o���v�[���v�š�Œ���`nent pas la mort chez des souris saines mais que des souris 

�•���]�v���•�� �Œ�������À���v�š�� �µ�v���� �]�v�i�����š�]�}�v�� ���[�µ�v�� solution de S. agalactiae, suivie de 7 injections 

identiques à la première expérience, ��� �À���o�}�‰�‰���]���v�š�� �µ�v���� �o���µ��� �u�]���� �(���š���o���� ���v�� �õ�Z�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v��

[197]. �����•�������µ�Æ���š�Œ���À���µ�Æ�����}�v�•�]�•�š���]���v�š�����v�������•�����v���o�Ç�•���•���]�v���]�Œ�����š���•���������o�[���(�(���š��de la production du 

facteur CAMP par S. agalactiae sur la mortalité des souris.  

 

En 2008, une approche par mutagénèse ciblée a été utilisée pour évaluer le rôle du 

facteur CAMP dans la virulence de S. agalactiae [170]�X�� �>���� �•�µ�Œ�À�]���� ���[�µ�v���� �•�}�µ���Z���� ������

S. agalactiae délétée du gène cfb ne varie pas par rapport à la souche sauvage quand les 

deux souches sont cultivées dans du sang humain, en présence de macrophages ou de 

peptides antimicrobiens (mCRAMPs). A�µ���µ�v�������]�(�(� �Œ���v�������v�[�����‰�µ���!�š�Œ�����u�]�•�������v��� �À�]�����v�š���������v�•���o����
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�����‰�����]�š� �� ���[�����Z� �•�]�}�v�� ���š�� ���[�]�v�À���•�]�}�v�� ������ �����o�o�µ�o���•�� ���v���}�š�Z� �o�]���o���•�� �u�]���Œ�}�À���•���µ�o���]�Œ���•�� ���µ�� �����Œ�À�����µ��

�~�Z���D�����•�� ���µ�� �u�µ�š���v�š�� �Pcfb par rapport à la souche sauvage. Dans les conditions testées, 

lorsque les souris reçoivent des injections intra péritonéales de la souche de S. agalactiae 

sauvage et mutante, aucune différence de sensibilité des souris �v�[����� �P���o���u���v�š���‰�µ���!�š�Œ�����u�]�•����

en évidence [170]. 

 

Finalement, ces résultats peu concordants empêchent de tirer une conclusion sur 

�o�[���‰�‰���Œ�š���v���v���� du facteur CAMP à la famille des facteurs de virulence selon les termes 

établis par l�[�������‰�š���š�]�}�v��des postulats de Koch �����o�[� ���Z���o�o�����u�}�o� ���µ�o���]�Œ�����‰�}�µ�Œ����� �(�]�v�]�Œ���µ�v���P���v����������

virulence [130, 133]. 

 

 

3.9. Présence de facteurs co-hémolyti�‹�µ���•�����Z���Ì�����[���µ�š�Œ���•��streptocoques 

et bactéries à coloration Gram positive 

 

Le test CAMP a longtemps été utilisé comme moyen de différenciation de 

S. agalactiae des autres streptocoques [155, 309]. Néanmoins, il a été décrit que des 

streptocoques appartenant au groupe sérologique A (S. pyogenes) étaient capables de 

développer une réaction synergique de type CAMP avec S. aureus dans certaines conditions, 

notamment sous atmosphère anaérobie [155]. Cette réaction positive avait été considérée 

comme un faux positif [394].  

 

���[���µ�š�Œ���� �‰���Œ�š, une réaction CAMP positive paraît être une constante pour 

Streptococcus porcinus et pour Streptococcus canis [106, 157, 166, 217, 218, 402]. Une 

majorité de souches de streptocoques de groupe G (Streptococcus intestinalis) isolées de 

chiens et de bovins répondent également positivement au test CAMP [377].  
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3.9.1. Facteur Uberis 

 

Certaines souches de S. uberis produisent une protéine extracellulaire similaire au 

facteur CAMP de S. agalactiae (Figure 23). Ce produit est appelé facteur Uberis [166, 217, 

244, 372]. Une analyse par immunoblot révèle que la masse moléculaire de ce produit est de 

28 kDa et que les anticorps dirigés contre le facteur Uberis interagissent également avec le 

facteur CAMP de S. agalactiae [192]. �h�v���� �����v�‹�µ���� ���[�����E�� ���� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ������ �o�[�����E��

chromosomique de S. uberis ���š�� ���� ���]�v�•�]�� �‰���Œ�u�]�•�� ���[� �š�����o�]�Œ�� �o���� �•� �‹�µ���v������ �v�µ���o� �}�š�]���]�‹�µ���� ���µ�� �P���v�� 

cfu codant le facteur Uberis composé de 256 aa (Figure 24) [192]. Ce gène cfu est absent 

chez les souches CAMP négatives [166, 192].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23. Test CAMP sur gélose au sang de S. uberis ���š�������•���š�Œ���v�•�(�}�Œ�u���v�š�•�����[E. coli 

exprimant le facteur Uberis (tiré de [192]). 

Strie verticale : S. aureus, Strie 1 : S. uberis, strie 2 : E. coli JF1754 (pTZ18R) (contrôle négatif), 

strie 3 : E. coli JF1754 (pJLD21) (transformant CAMP positif), strie 4 : E. coli JF1754 (pJLD21-2) 

(2ème transformant CAMP positif). 
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Figure 24. Alignement de séquences de différents facteurs CAMP. 

Les séquences protéiques des facteurs CAMP des souches 515 de S. agalactiae (SAG, numéro 

���[���������•�•�]�}�v : ZP_00790029), ATCC 9927 de S. uberis (SUB, �v�µ�u� �Œ�}�����[���������•�•�]�}�v : AAA78910), SF370 de 

S. pyogenes (SPY, �v�µ�u� �Œ�}�� ���[���������•�•�]�}�v : AAC29481) et HL013PA1 de Propionibacterium acnes (PAC, 

�v�µ�u� �Œ�}�����[���������•�•�]�}�v : EFS35114) ont été comparées en utilisant le logiciel BioEdit. 

 

 

3.9.2. Facteur CAMP de S. pyogenes 

 

En 1999, le séquençage du génome ���[�µ�v�����•�}�µ���Z����������S. pyogenes a fait apparaître la 

�‰�Œ� �•���v���������[�µ�ve ORF de 774 pb, nommé cfa, codant une protéine �‰�}�•�•� �����v�š���ò�ó�9�����[�]�����v�š�]�š� ��

avec le facteur CAMP et 65% avec le facteur Uberis (Figure 24). Le clonage du gène cfa chez 

E. coli a prouvé la fonctionnalité de cfa qui code ainsi un facteur type CAMP de 28,5 kDa 

composé de 257 acides aminés [141]. Le gène cfa est disséminé parmi une large population 

de S. pyogenes �‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o a été montré que 82% des isolats cliniques produisent une réaction 

CAMP positive [141]. Le gène codant ce facteur a été identifié dans des génomes de souches 

de streptocoques appartenant aux groupes A, B, C, G, M, P, R et U de Lancefield [141].  
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3.9.3. Facteur CAMP de Propionibacterium acnes 

 

Propionibacterium acnes ���•�š���µ�v�����������š� �Œ�]�������}�u�u���v�•���o�����������o�����‰�����µ�����Z���Ì���o�[Homme mais 

est également une bactérie pathogène opportuniste lors de maladies inflammatoires [83, 

175]. Une réaction type CAMP a été observée entre P. acnes et S. aureus ou C. perfringens 

[72, 243].  

���v���î�ì�ì�ð�U���o�����•� �‹�µ���v�����P�������µ���P� �v�}�u�������}�u�‰�o���š�����[�µ�v�����•�}�µ���Z����de P. acnes [48] a révélé la 

présence de cinq gènes codant des homologues du facteur CAMP de S. agalactiae de masse 

comprise entre 28 et 30 kDa [413]. �>�[�µ�v�������• gènes fonctionnels, camp2, code une protéine 

présentant �ï�ï�9�� ���[�]�����v�š�]�š� �� ���v�� �����]����s aminés par rapport au facteur CAMP ubiquiste de 

S. agalactiae (Figures 24 et 25) [280, 379].  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25. ���v���o�Ç�•�����������o�[�����š�]�À�]�š� �����}-hémolytique de P. acnes sauvage et de deux souches 

�u�µ�š���v�š���•���Pcamp2 ���š���Pcamp4 (tiré de [379]). 

Chacun des puits contient une suspension ���[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}���Ç�š���•��de mouton concentrée à 1 % et lavée avec 

�µ�v�� �š���u�‰�}�v�� ���[�Z� �u�}�o�Ç�•���X��Les érythrocytes ont été préalablement traités avec 0,025 U/mL de 

�•�‰�Z�]�v�P�}�u�Ç� �o�]�v���•�����‰���v�����v�š���ï�ì���u�]�v�µ�š���•�������ï�ó�£�������À���v�š���o�[���i�}�µ�š�����µ���•�µ�Œ�v���P�����v�š�������•�����µ�o�š�µ�Œ���•�������•���•�}�µ���Z���•������

tester. Les surnageants de culture ont été dilués en série (dilution 1:2, puits 1 à 8). Ligne A, 

surnageant de la souche sauvage �V�� �o�]�P�v���� ���U�� �•�µ�Œ�v���P�����v�š�� ���µ�� �u�µ�š���v�š�� �Pcamp2 ; ligne C, surnageant du 

�u�µ�š���v�š���Pcamp4. 
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S. aureus est retrouvé de manière abondante sur la peau et dans les infections 

���µ�š���v� ���•�� �u���]�•�� �•���� �‰�Œ� �•���v������ ���•�š�� �š�Œ���•�� �(���]���o���� �����v�•�� �o���•�� �o� �•�]�}�v�•�� ���[�����v� �� �‰�Œ�}�À�}�‹�µ� ���•�� �‰���Œ��P. acnes 

[404] ce qui pourrait suggérer que le facteur CAMP de P. acnes ne joue pas un rôle important 

dans sa virulence. Néanmoins, la présence de P. acnes dans des cultures de kératinocytes 

HaCaT et des macrophages RAW264.7 induit la production de sphingomyélinase par les 

�����o�o�µ�o���•�� ���µ�����Œ�Ç�}�š���•�� ������ �‹�µ�]�� ��� ���o���v���Z���� �o�[���(�(���š�� ���Ç�š�}�š�}�Æ�]�‹�µ���� ���µ�� �(�����š���µ�Œ�� �����D�W�X��P. acnes aurait 

ainsi la capacité de détourner la production de sphingomyélinases �������o�[�Z�€�š�����‰�}�µ�Œ�����Æ���Œ�����Œ���•�}�v��

pouvoir pathogène [280].  

 

 

3.9.4. Réaction CAMP chez Actinobacillus pleuropneumoniae 

 

Une réaction synergique avec �����•�� �•�}�µ���Z���•�� ���[Actinobacillus pleuropneumoniae a été 

décrite [134]. La co-hémolysine a été recherchée et identifiée et celle-ci paraît proche de 

celle de S. agalactiae puisque des anticorps contre le facteur CAMP inhibent la réaction 

CAMP générée par A. pleuropneumoniae. Le gène cfp ���[A. pleuropneumoniae code un 

facteur type CAMP qui a une masse approximative de 27 kDa [134].  

 

 

 

3.9.5. �>�����š���•�š�������D�W�����}�u�u�����u�}�Ç���v�����[�]�����v�š�]�(�]�����š�]�}�v�����[���•�‰�������•�����[�����Œ�}�u�}�v���•���^�‰�X 

 

Le test CAMP a été �µ�š�]�o�]�•� �� �‰�}�µ�Œ�� ���]�(�(� �Œ���v���]���Œ�� �š�Œ�}�]�•�� ���[���•�‰�������•�� ���[�����Œ�}�u�}�v���• Sp. Les 

souches ���[Aeromonas hydrophila réagissent toujours positivement au test CAMP que ce soit 

sous atmosphère ��� �Œ�}���]���� �}�µ�� ���v��� �Œ�}���]���U�� �o���•�� �•�}�µ���Z���•�� ���[Aeromonas sobria sont 

phénotypiquement CAMP positives uniquement �•�}�µ�•�����š�u�}�•�‰�Z���Œ������� �Œ�}���]�����š���v���]�•���‹�µ�[���µ���µ�v����

�•�}�µ���Z�������[Aeromonas caviae ne présente de réaction CAMP positive [125]. 
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Toutes les analyses de génomes de streptocoques incluant notamment 

S. equi subsp. epidemicus [17], S. equi subsp. equi [177], S. pneumoniae [82], S. suis [176], 

S. uberis [426], ont révélé la présence de nombreuses séquences répétées au sein des 

�P� �v�}�u���•�����š���o�����‰�Œ� �À���o���v���������[� �o� �u���v�š�•���P� �v� �š�]�‹�µ���•���u�}���]�o���•���À���Œ�]� �•�X�������•��� �o� �u���v�š�•, comprenant 

des prophages et des ICE, �v�[���‰�‰���Œ�š�]���v�v���v�š���‰���•�����µ�����}�Œ�����P� �v�}�u���������•���•�}�µ���Zes et contribuent à 

leur plasticité génomique ���š�������o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v���������(�}�v���š�]�}�v�•���������À�]�Œ�µ�o���v�������������‰�š� ���•�������o���µ�Œ���Z�€�š���X���/�o��

est à noter que les parties flexibles des génomes de S. suis et de S. uberis paraissent être les 

plus restreintes parmi les streptocoques (respectivement seulement 1,8 % et 1,7 %) ce qui 

suggère la présence de barrières ���� �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ������ �u���š� �Œ�]���o�� �P� �v� �š�]�‹�µ���� ���Æ�}�P���v���� ���Z���Ì�� �����•��

espèces [176, 426]. De manière remarquable, le génome de S. uberis 0140J ne contient 

���µ���µ�v�����•�]�u�]�o���Œ�]�š� �����À�����������•���•� �‹�µ���v�����•�����[�]�v�•���Œ�š�]�}�v���~�/�^�•�X�� 

 

Les éléments type ICE détectés chez les streptocoques sont majoritairement 

retrouvés à �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š�  �ï�[���������P���v���•�����}�����v�š�������•�����Z�E�š���}�µ��des protéines ribosomiques [433]. La 

majorité des gènes portés par des ICE chez les streptocoques présente de fortes similarités 

avec des gènes présents sur �o���� �P� �v�}�u���� ���[���µ�š�Œ���•�� ���•�‰�������•�� ������ �•treptocoques ou même 

���[���•�‰�������•���v�[���‰�‰���Œ�š���v���v�š���‰���•��à la famille des streptocoques. Cet élément révèle la diversité 

des échanges possibles dans le milieu naturel entre bactéries. Les ICE jouent un rôle 

�‰�Œ�]�u�}�Œ���]���o�� �����v�•�� �o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�� �������š� �Œ�]���v�v���� �‰���Œ�� �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ������ �u���š� �Œ�]���o�� �P� �v� �š�]�‹�µ���� ���Æ�}�P���v����

pouvant conférer des a�À���v�š���P���•���•�]�P�v�]�(�]�����š�]�(�•�������µ�v�����•�}�µ���Z�����‰�}�µ�Œ���o�������}�o�}�v�]�•���š�]�}�v�����š���o�[�]�v�(�����š�]�}�v��

���[�µ�v�� �Z�€�š���X�� �>���•�� �/������ ���}�v�•�š�]�š�µ���v�š�� ���]�v�•�]��un réservoir de gènes permettant aux bactéries de 

survivre dans des conditions environnementales fluctuantes [46, 50, 52, 76, 77, 169, 257, 

296, 318, 332, 333, 335, 356, 371].  

 

�h�v�������•�‰���������������š� �Œ�]���v�v�������•�š����� �(�]�v�]�����•�]���o�[�Z�Ç���Œ�]�����š�]�}�v�������E�l�����E�����v�š�Œ���������µ�Æ���•�}�µ���Z���•�����•�š��

supérieure à 80%. Au vu des séquençages réalisés ces dernières années et qui révèlent un 

pan génome ouvert chez les s�š�Œ���‰�š�}���}�‹�µ���•�U�� �]�o�� �(���µ�š�� �À���]�o�o���Œ�� ���� ���]�•�š�]�v�P�µ���Œ�� �o���� �v�}�š�]�}�v�� ���[���•�‰��������

nouvelle et de souches présentant une adaptation à leur hôte ou à leur environnement 

�‰�µ�]�•�‹�µ���� �o�[���•�•�}���]��tion souches/environnement paraît très importante dans la pathogénicité 

des souches. 
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S. agalactiae constitue la principale cause de septicémies et méningites chez les 

nouveaux nés et est également pathogène de nombreuses espèces animales [25, 117, 171, 

186, 273, 305, 353, 445, 446]. Pour ces raisons, la recherche de moyens de lutte efficaces 

���}�v�š�Œ���������š�š�����������š� �Œ�]�����Œ���•�š�������[�����š�µ���o�]�š� �X 

La multiplicité des protéines conférant des fonctions adhésives à S. agalactiae lui 

�‰���Œ�u���š�� ���[�����Z� �Œ���Œ�� ���� ������ �v�}�u���Œ���µ�Æ�� �•�µ�‰�‰�}�Œ�š�•�� ���š�� ������ ���}�o�}�v�]�•���Œ�� ���š�� ���[���v�À���Z�]�Œ�� ���]�v�•�]�� �����•��

environnements très variés [189, 242, 286]. Plusieurs protéines peuvent être impliquées 

dans des rôl���•���•�]�u�]�o���]�Œ���•�����š���o�[�����•���v�������������o�[�µ�v�������[���o�o�� ne troublera que légèrement le pouvoir 

adhésif de S. agalactiae�X�� �W���Œ�� ���}�v�•� �‹�µ���v�š�U�� ���(�]�v�� ���[� �š�µ���]���Œ�� �o���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ������ �•�µ�Œ�(�������� ������

S. agalactiae, des stratégies parallèles doivent être mises en place. Les protéines des 

surfaces de S. agalactiae peuvent être notamment caractérisées en les exprimant chez un 

hôte presque dépourvu de protéines de surface comme Lactococcus lactis souvent utilisé 

dans des travaux récents.  

 

 

Chez S. agalactiae, l���� �‰�Œ� �À���o���v������ ���š�� �o���� ���]�À���Œ�•�]�š� �� �����•�� �/������ �]�v�š� �P�Œ� �•�� ���� �o�[extrémité �ï�[�� ���µ��

gène codant un ARNt Lysine (anticodon CTT) dans son génome ont été mis en évidence.  

Récemment, le transfert intra-espèce ������ �o�[� �o� �u���v�š�� �]�v�š� �P�Œ� �� ���Z���Ì�� �o���� �•�}�µ���Z���� �ñ�í�ñ�� ������

S. agalactiae (ICE_515_tRNALys) ���� � �š� �� ��� �u�}�v�š�Œ� �� �~�š�Œ���À���µ�Æ�� ������ �š�Z���•���� ���[���µ�Œ�}�Œ���� �W�µ�Ç�u���P��, 

laboratoire de génétique et microbiologie, UMR INRA-UHP 1128, soumis). Il est composé de 

modules de régulation, de conjugaison et de recombinaison fonctionnels qui rendent 

possible son transfert. ���Z���Ì�� �����š�š���� �•�}�µ���Z���U�� �o�[�/�������‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� ���}�����Œ�����[���µ�š�Œ���•�� �(�}�v���š�]�}�v�•�� �‹�µ���� �����o�o���•��

uniquement impliquées dans la régulation de sa mobilité intracellulaire 

(intégration/excision) et inter-cellulaire (conjugaison). Notamment, �o�[�/�������‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�����}�����Œ���‰our 

un système toxine-���v�š�]�š�}�Æ�]�v���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o���� �u���]�v�š�]���v�� ������ �o�[� �o� �u���v�š�� �����v�•�� �o���� �‰�}�‰�µ�o���š�]�}�v��

bactérienne. Deux gènes pourraient coder des protéines impliquées dans la réponse au 

stress oxydant �‰���Œ�� �o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� ������ �o���� �•�µ�‰���Œ�}�Æ�Ç������ ���]�•�u�µ�š���•��. Trois gènes codent des 

protéines à motif LPxTG qui �‰�}�µ�Œ�Œ���]���v�š���!�š�Œ�����]�u�‰�o�]�‹�µ� ���•�������v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�������o�[�Z�€�š���X���h�v���}�‰� �Œ�}�v��

similaire à un opéron de B. subtilis, qui pourrait coder �µ�v���•�Ç�•�š���u�����������‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�����š�����[���Æ�‰�}�Œ�š��

���[�µ�v�� �‰���‰�š�]������ ���µ�Æ�� �‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �•��antimicrobiennes, est également présent �•�µ�Œ�� �o�[�/�����X��Enfin, un 

gène codant un deuxième facteur CAMP putatif est porté par ICE_515_tRNALys.   
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Le premier objectif de ces travaux de thèse a été de caractériser les fonctions 

�‰�}�µ�À���v�š�����}�v�(� �Œ���Œ���µ�v�����À���v�š���P�����������‰�š���š�]�(�����š�����[� �š�µ���]���Œ���o���µ�Œ���Œ�€�o���������v�•���o�����u���]�v�š�]���v���������o�[�/���������š���o����

virulence des souches. 

  �����Œ�š���]�v���•�� ���}�v�v� ���•�� �•�µ�P�P���Œ���v�š�� �o���� �‰�}�•�•�]���]�o�]�š� �� ������ �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ������ �š���o�•�� �(�����š���µ�Œ�•�� ������

virulence par transfert horizontal. Ainsi, dans un deuxième temps, les fonctions codées par 

ICE_515_tRNALys apportant à S. agalactiae un réel avantage en termes de virulence et de 

compétitivité au sein de son microenvironnement ont été recherchées dans une collection 

de souches de S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, S. bovis, S. suis, S. dysgalactiae 

subsp. equisimilis et S. uberis. Ces travaux ont permis ���[� �À���o�µ���Œ�� �o���� ���]�•�•� �u�]�v���š�]�}�v�� ������ �����š�š����

�(���u�]�o�o�������[�/���������]�v�•�]���‹�µ�����o���•���(�}�v���š�]�}�v�•�����}��� ���•���‰���Œ�������•��� �o� �u���v�š�•�����Z���Ì���o���• streptocoques. 

 

 

La stratégie développée comprenait plusieurs étapes. Pour commencer, des analyses 

bioinformatiques �‰�}�µ�•�•� ���•�� �}�v�š�� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���•�� ���(�]�v�� ���[� �š�µ���]���Œ�� �o���•�� �(�}�v���š�]�}�v�•�� �‰�µ�š���š�]ves portées 

�‰���Œ���o�[�/CE. Ensuite, l�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�������•���P���v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š���������o�[�/�����z515_tRNALys chez la souche 515 de 

S. agalactiae a été analysée par RT-PCR dans différentes phases de croissance en milieu 

standard de croissance. La caractérisation des différentes fonctions a ensuite été effectuée 

par des approches de génétique et de biologie moléculaire, puis par des analyses 

phénotypiques. 

 

 

La collection de souches ���µ�� �Z� �•�����µ�� �v���š�]�}�v���o�� ���[� �‰�]��� �u�]�}surveillance de 

�o�[���v�š�]���]�}�Œ� �•�]�•�š���v������ �����•�� �������š� �Œ�]���•�� �‰���š�Z�}�P���v���•�� ���v�]�u���o��s en France �~�Z���^���W���d�,�•�� ������ �o�[���P���v������

�v���š�]�}�v���o�����������•� ���µ�Œ�]�š� ���•���v�]�š���]�Œ�����������o�[���o�]�u���v�š���š�]�}�v�U���������o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�����š�����µ���š�Œ���À���]�o���~���E�^���^�•������

été exploitée afin de déterminer la prévalence des �(�}�v���š�]�}�v�•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���v�� �(�}�v���š�]�}�v�� ������ �o����

�‰�Œ� �•���v�������������o�[�/���� dans une large collection de souches de streptocoques. 
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I. Souches et conditions de croissance  

 

Trois souches invasives humaines ont été utilisées dans ces travaux : la souche 515 de 

S. agalactiae du sérotype capsulaire Ia [146], la souche COH1 du sérotype III  [400] et la 

souche NEM316 du sérotype III [401] (numéros ���[���������•�•�]�}�v GenBank: respectivement 

PRJNA54311, PRJNA54317 et PRJNA334). La souche 515 a été isolée du fluide cérébrospinal 

���[�µ�v���‰���š�]���v�š���]�v�(�����š� , la souche COH1 a été isolée �o�}�Œ�•�����[�µ�v�����•���‰�š�]��� �u�]�� tandis que la souche 

�E���D�ï�í�ò������� �š� ���]�•�}�o� �������[�µ�v�������•���(���š���o���������•���‰�š�]��� �u�]�� ���[�µ�v���v�}�µ�À�����µ-né.  

Les souches de streptocoques pathogènes de terrain (n=677) et les deux souches de 

S. aureus ont été isolées par le réseau �v���š�]�}�v���o�����[� �‰�]��� �u�]�}�•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������������o�[���v�š�]���]�}�Œ� �•�]�•�š���v������

chez les animaux en France (www.resapath.anses.fr). Cette collection inclut des isolats de 

S. uberis (n=449), S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae (n=162), S. bovis (n=31), S. suis (n=26) 

et S. dysgalactiae subsp. equisimilis (n=9). La grande majorité des souches de S. uberis et 

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae (soit 90% de la collection) a été isolée de mammites 

bovines entre 1984 et 2010. 

La souche MG1363 de Lactococcus lactis a été utilisée afin de produire les protéines 

���[�]�v�š� �Œ�!�š��[317]. �>���•�� �•�}�µ���Z���•�� ���[E. coli ont été utilisées pour les manipulations de clonage. 

Toutes les souches et les plasmides utilisés et/ou présentant un phénotype recherché ainsi 

que leurs caractéristiques sont listées dans le tableau 5. 

 

Les souches de streptocoques, de staphylocoques ���š�� ���[E. coli ont été cultivées en 

�]�v�(�µ�•�]�}�v�����ˆ�µ�Œ�������Œ�À�����µ���~�u�]�o�]���µ�����,�/�•���~�����^�����,���D�h�E���y�U�����Œ�µ�Ì�U���&�Œ���v�����•���}�µ���•�µ�Œ���P� �o�}�•���•���š�Œ�Ç�‰�š�]�����•e 

soja supplémentées avec 5 �9�� ������ �•���v�P�� ������ �u�}�µ�š�}�v�� ��� �(�]���Œ�]�v� �� �~���]�}�u� �Œ�]���µ�Æ�U�� �D���Œ���Ç�� �o�[���š�}�]�o���U��

France). Les souches de Lactococcus lactis ont été cultivées en milieu M17 (Sigma Aldrich, 

Steinheim, Germany) supplémenté de 0,25 % de glucose soit en milieu liquide soit sur 

géloses. Les souches de streptocoques et de lactocoques ont été cultivées sans agitation à 

�ï�ó�� �£���� ���š�� �ï�ì�� �£���� �Œ���•�‰�����š�]�À���u���v�š�U�� �š���v���]�•�� �‹�µ���� �o���•�� �•�}�µ���Z���•�� ���[E. coli ont été cultivées sous 

agitation à 200 rpm à 37 °C. 
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Les antibiotiques ont été utilisés aux concentrations suivantes : kanamycine, 50 

�…�P�X�u�>-1 pour E. coli �V�� � �Œ�Ç�š�Z�Œ�}�u�Ç���]�v���� ���š�� ���u�‰�]���]�o�o�]�v���U�� �î�ì�� �…�P�X�u�>-1 pour les souches de 

streptocoques et lactocoques et 150 �…�P�X�u�>-1 pour E. coli ; spectinomycine, 500 �…�P�X�u�>-1 pour 

les souches de streptocoques et 50 �…�P�X�u�>-1 �‰�}�µ�Œ���o���•���•�}�µ���Z���•�����[E. coli. 
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Tableau 5. Listes des souches et des plasmides utilisés. 

Les espèces auxquelles appartiennent les souches sont indiquées dans la colonne de gauche. Les noms des souches et plasmides sont précisés 
ainsi que leurs phénotypes/génotypes particuliers �•�]�� �v� �����•�•���]�Œ���U�� �o�[���v�v� ���� ���[�]�•�}�o���u���v�š�U�� �o�[�}�Œ�]�P�]�v���� �P� �}�P�Œ���‰�Z�]�‹�µ���� �~�v�µ�u� �Œ�}�•�� ������ ��� �‰���Œ�š���u���v�š�•��
�(�Œ���v�����]�•�•�U���o�����š�Ç�‰�������[�Z� �u�}�o�Ç�•����observé�U���o�����Œ� �•�µ�o�š���š�����µ���š���•�š�������D�W���•�]���v� �����•�•���]�Œ���U���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���(���]�š���������•���•�}�µ���Z���•�����š�������•���‰�o���•�u�]�����•�����]�v�•�]���‹�µ�����o���•��sources 
et références. Les souches du Résapath analysées mais ne présentant pas de phénotype particulier ne sont pas indiquées dans cette liste.  

 

 
 
 

Noms des souches et 
plasmides 

Pathologies ou 
génotypes 
importants 

Années  Origines  Hémolyse Résultat 
test 

CAMP 

Utilisation  Source 

Souches         

S. agalactiae 515 (ATCC BAA-1177) Méningite /  /  �t + Constructions / 
CAMP / adhésion / 
stress / bactériocine 

LGC standards 

 515-SAG2026::ery eryR /  /  �t + Constructions A. Puymège, Comm. 
Pers. 

 515-SAL_2044::spc spcR /  /  �t + Maintien de l'ICE Ces travaux 

 COH1 Septicémie /  /  �t + Bactériocine [400] 

 COHI-SAG2026::ery eryR /  /  �t + Bactériocine A. Puymège, Comm. 
Pers. 

 NEM316 Septicémie /  /  �t + Divers (témoin) [146] 

 NEM316 (ICE_515_tRNALys) eryR /  /  �t + CAMP / adhésion / 
stress / bactériocine 

Données non 
publiées 

E. coli ���,�ñ�r Souche de 
clonage 

/  /  �v - Clonage [164] 

 Top10 
EC101 

Souche de 
clonage 
Souche de 
clonage 

/  
/  

/  
/  

�v 
�v 

- 
- 

Clonage 
Clonage 

In Vitrogen, USA 

L. lactis subsp. cremoris MG1363 /  /  /  �v - Clonage/bactériocine [317] 

 MG1363 (pOri23-camp515) eryR /  /  �v + CAMP Ces travaux 
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 MG1363 (pOri23-SAL_2056) eryR /  /  �v - Adhésion Ces travaux 

S. aureus CIP57.10 Souche de 
référence pour 
le test CAMP 

/  /  �t + CAMP Institut Pasteur, 
Paris 

 24609 Peau et 
muqueuses 

2010 /  �t /  CAMP/bactériocine Resapath 

 24465 Peau et 
muqueuses 

2010 /  �t /  CAMP/bactériocine Resapath 

S. uberis 21639 Mammite /  /  �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 21457 Mammite 2008 76 �r + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 21459 Mammite 2008 76 �r + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 21468 Mammite 2008 76 �r + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 21512 Mammite 2008 61 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 22492 Mammite 2009 82 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 19827 Mammite 1985 64 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 19843 Mammite 1984 22 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 19908 /  1984 22 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 19909 Mammite 1985 22 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 1352 Mammite 1986 22 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 1825 /  1986 22 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 11535 Mammite 2000 82 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 12538 Mammite 2001 61 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 19623 Mammite 2007 38 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 20576 Mammite 2007 61 �r + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 20965 Mammite 2008 29 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 19168 Mammite 2007 01 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 20222 Mammite 2007 74 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 16193 Mammite 2007 42 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 19608 Mammite 2007 01 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 21519 Mammite 2008 68 /  - Bactériocine Resapath 

 20978 Mammite 2008 37 /  - Bactériocine Resapath 

 19118 Mammite 2007 50 /  - Bactériocine Resapath 
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 21102 Mammite 2008 54 /  - Bactériocine Resapath 

S. dysgalactiae subsp.equisimilis 20591 Liquide synovial 
de cheval 

2007 61 �t + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

S. bovis 7434 Mammite 1993 82 �v + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 1052 Pneumonie 1985 49 �v - Construction Resapath 

 1052 (pOri23-camp515) eryR /  /  �v + CAMP Ces travaux 

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 24084 /  2010 50 �r + CAMP/ Rech. ICE Resapath 

 593 /  1984 22 �v - Construction Resapath 

 593 (pOri23-camp515) eryR /  /  �v + CAMP Ces travaux 

 24122 /  2010 38 /  - Bactériocine Resapath 

 24098 /  2010 73 �r - Bactériocine Resapath 

S. canis 20922 Otite de chien 2008 84 /  /  Bactériocine Resapath 

S. suis 19179 Isolée de vache 2007 53 /  - Bactériocine Resapath 

S. pneumoniae 3993 Moelle de veau 1988 01 �r - Bactériocine Resapath 

Plasmides pOri23 ermAM ori 
ColE1 P23 

/  /  /  /  Constructions [317] 

 pOri23-camp515 ermAM ori 
ColE1 P23 
SAL_2074 

/  /  /  /  CAMP Ces travaux 

 pOri23-SAL_2056 ermAM ori 
ColE1 P23 
SAL_2074 

/  /  /  /  Adhésion Ces travaux 

 pUC19 pMB1, ApR, 
�o�����•�r 

/  /  /  /  Constructions  

 pG+host9 Origine 
thermosensible 
pWV01 
provenant de 
pVE6002, ErmR 

/  /  /  /  Constructions [251] 

 pG+host9spc 
 
 

plasmide dérivé 
de pG+host9, 
SpcR 

 

/  /  /  /  Constructions X. Bellanger, comm. 
pers. 
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II.   Manipulations génétiques, biochimiques et de biologie 

moléculaire  

 

1. ���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�����[�����E 

 

1.1. ADN génomique 

 

�>�[�����E�� �P� �v�}�u�]�‹�µ����purifié des souches bactériennes utilisées dans ces travaux a été 

�‰�Œ� �‰���Œ� �� ���� �o�[���]������ ���µ�� �l�]�š�� ���E�������•�Ç�� ���o�}�}���� �˜�� �d�]�•�•�µ���� �<�]�š��selon les recommandations du 

fournisseur (Qiagen, Hilden, Germany). 

�>�[�����E���P� �v�}�u�]�‹�µ���������•���•�}�µ���Z���•���������•treptocoques pour des expériences ne nécessitant 

pas directement une purification sur colonne, comme par exemple des vérifications, a été 

extrait de la manière suivante [345]�X�������‰���Œ�š�]�Œ�����[�µ�v�������µ�o�š�µ�Œ�����]�•�}�o� �����•�µ�Œ���o�����u�]�o�]���µ�����}�v�š���v���v�š���o���•��

antibiotiques appropriés si nécessaire, une culture de 10 mL a été ensemencée et placée 

dans les conditions appropriées sur la nuit. Le culot cellulaire a été récupéré par une 

�����v�š�Œ�]�(�µ�P���š�]�}�v�������ñ�ì�ì�ì���Œ�‰�u���‰���v�����v�š���í�ì���u�]�v�����š���Œ���•�µ�•�‰���v���µ�������v�•���ñ�ì�ì���…�o�����[�µ�v�����•�}�o�µ�š�]�}�v���d�����í�y��

(Tris 100mM pH 8; EDTA, 50 mM pH 8). La suspension a été lavée une deuxième fois par 

centrifugation et le culot a été �Œ���‰�Œ�]�•�������v�}�µ�À�����µ�������v�•���ñ�ì�ì���…�o���������d�����í�y�X Les suspensions ont 

été traitées avec 20 �…�o���������o�Ç�•�}�Ì�Ç�u�����~�ñ���9�•�����µ�Œ���v�š���ð�ñ���u�]�v�������ï�ó���£�����‰�µ�]�•���‰���Œ���ò�ì���…�o�����[�µ�v�����•�}�oution 

���[�����d�����~�ì�U�ñ���D�U���‰�,�ô�•�����š���í�ì �…�o���������‰�Œ�}�š� �]�v���•�����<���~�î���9�•���‰���v�����v�š���í�ì���u�]�v�������ï�ó���£���X�����v�(�]�v�U���ò�ì���…�o��������

SDS à 10 % ont été ajoutés au mélange réactionnel qui a été placé pendant 1 h à 50 °C. 

350 �…�o���������•�}�o�µ�š�]�}�v���������‰�Œ� ���]�‰�]�š���š�]�}�v���~potassium, 3 M ; acétate, 5 M) ont été ajoutés au mix et 

celui-ci a été placé à 4 °C pendant 10 min. 

Après une centrifugation de 10 min à 13 000 rpm, le surnageant a été collecté dans 

un nouveau tube eppendorf afi�v�� ���[� �o�]�u�]�v���Œ�� �o���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�X�� �h�v�� �u�]�o�o�]�o�]�š�Œ�� ���[�]�•�}�‰�Œ�}�‰���v�}�o��

préalablement refroidi à 4 °C a été ajouté au surnageant. Une centrifugation à 4 °C à 

14 000 rpm pendant 30 min a permis de précipiter �o�[�����E�X�� �����µ�Æ�� �o���À���P���•�� �•�µ�������•�•�]�(�•�� ���À������ ���� 

�o�[� �š�Z���v�}�o�����}�v�����v�š�Œ� �������ó�ì���9��ont éliminé les impuretés et les s�}�o�À���v�š�•�X���>���•�����µ�o�}�š�•�����[�����E��ont été 

séchés à 42 °C et �Œ���‰�Œ�]�•�������v�•���ñ�ì���…�o�����[�����µ���µ�o�š�Œ���‰�µ�Œ���X�� 
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1.2. ADN plasmidique 

Les plasmides nécessitant une purification ont été extraits sur colonnes en utilisant le 

kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, Düren, Germany). 

�>���•�� ���}�v�•�š�Œ�µ���š�]�}�v�•�� �‰�o���•�u�]���]�‹�µ���•�� �v�[���Ç���v�š�� �‰���•�� �����•�}�]�v�� ���[�!�š�Œ���� �‰�µ�Œ�]�(�]� ���•�� �}�v�š�� � �š� �� ���Æ�š�Œ���]tes 

�������o�����u���v�]���Œ�����•�µ�]�À���v�š���X�������‰���Œ�š�]�Œ�����[�µ�v�������µ�o�š�µ�Œ�����]�•�}�o� �����•�µ�Œ���o�����u�]�oieu approprié, une culture de 

3 mL (A, bactéries à coloration Gram négative) ou de 10 mL (B, bactéries à coloration Gram 

positive) a été réalisée dans le même milieu dans les conditions appropriées à l�[���•�‰��������

bactérienne pendant une nuit. A partir de 1,5 mL (A) ou de la totalité (B) de cette culture, le 

culot cellulaire a été récupéré par une centrifugation à 5000 rpm pendant 10 min et 

resuspendu dans respectivement �í�ì�ì���…�o��ou 3�ì�ì���…�o�����[�µ�v�����•�}�o�µ�š�]�}�v de resuspension (glucose, 

50mM; Tris HCL 25mM pH 8; EDTA 25 mM). Un deuxième lavage a été effectué de la même 

manière. �î�ì�ì���…�o���}�µ���ï�ì�ì���…�o��(respectivement A et B) ���[�µ�v�����•�}�o�µ�š�]�}�v���������o�Ç�•�������š��������dénaturation 

des protéines (NaOH, 0,2N; SDS, 1 �9�•�� �‰�µ�]�•�� �í�ñ�ì�� �…�o�� �}�µ�� �ï�ì�ì�� �…�o��(respectivement A et B) ���[�µ�v����

solution de précipitation (potassium, 3 M ; acétate, 5 M) ont été ajoutés successivement 

après homogénéisation. 

Après une centrifugation de 10 min à 13 000 rpm, le surnageant a été collecté dans 

�µ�v�� �v�}�µ�À�����µ�� �š�µ������ ���‰�‰���v���}�Œ�(�� ���(�]�v�� ���[� �o�]�u�]�v���Œ�� �o���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�X Un volume ���[�]�•�}�‰�Œ�}�‰���v�}�o��

préalablement refroidi à 4 °C a été ajouté au surnageant et une centrifugation à 4 °C à 

14 000 rpm pendant 30 min a permis de précipiter �o�[�����E�X�� �����µ�Æ�� �o���À���P��s successifs avec de 

�o�[� �š�Z���v�}�o�� ���}�v�����v�š�Œ� �� ���� �ó�ì�� �9�� �}�v�š�� �‰���Œ�u�]�•�� ���[� �o�]�u�]�v���Œ les impuretés et les solvants. Les culots 

���[�����E��ont été séchés à 42 °C et repris �����v�•���î�ì���…�o�����[�����µ���µ�o�š�Œ���‰�µ�Œ���X�� 

 

 

2. Réactions ���[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�vs en chaine par polymérase 

 

2.1. PCR standards et séquençage 

 

�>���•���W���Z���•�š���v�����Œ���•���}�v�š��� �š� ���Œ� ���o�]�•� ���•�������v�•���µ�v���À�}�o�µ�u�����(�]�v���o���������î�ñ���…�o�����}�v�š���v���v�š���í���h��������

Taq polymerase (Roche Applied Science, Mannheim, Germany), du tampon 1x, des amorces 
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à 0,4 mM, un mix de dNTP à 0,�î�� �u�D�� ���š�� �í�ì�ì�� �v�P�� ���[�����E�� �u���š�Œ�]�����X�� �>���•�� ���u�}�Œ�����•�� �µ�š�]�o�]�•� ���•�� �•�}�v�š��

listées dans le tableau 6. Les conditions de PCR ont consisté en une première dénaturation à 

95 �£���� �‰���v�����v�š�� �î�� �u�]�v�� �•�µ�]�À�]���� �‰���Œ�� �ï�ì�� ���Ç���o���•�� ���Z�����µ�v�� ���}�u�‰�}�•� �� ���[�µ�v���� � �š���‰���� ������ ��� �v���š�µ�Œ���š�]�}�v��

pendant 30 �•�U�����[�µ�v����� �š���‰�������[�Z�Ç���Œ�]�����š�]�}�v�������ñ���£�������v�������•�•�}�µ�•�����µ���d�u�������•�����u�}�Œ�����•���‰���v�����v�š���ï�ì���•��

���š�����[�µ�v����étape ���[� �o�}�v�P���š�]�}�v�������ó�î���£�����•�µ�Œ���µ�v�������µ�Œ� �����������í���u�]�v���‰���Œ���l�������u�‰�o�]�(�]� �X���h�v����� �š���‰�����(�]�v���o����

���[� �o�}�v�P���š�]�}�v��a été réalisée à 72 °C pendant 10 min.  

 

Les réactions de séquençage ont été réalisées par Beckman Coulter Genomics. Les 

données obtenues ont été traitées grâce au logiciel BioEdit et/ou BLASTN. 

 

 

2.2. PCR long range et PCR nichées 

 

Les PCR long range ont été réalisées en utilisant le mix PCR GoTaq® Long PCR Master 

Mix (Promega, Madison, USA). Les PCR ont consisté en une première dénaturation à 94 °C 

pendant 2 min suivie ������ �î�ì�� ���Ç���o���•�� ���Z�����µ�v�� ���}�u�‰�}�•� �� ���[�µ�v���� � �š���‰���� ������ ��� �v���š�µ�Œ���š�]�}�v�� ������ �ï�ì�� �•��à 

94 �£���U�����[�µ�v����� �š���‰�������[�Z�Ç���Œ�]�����š�]�}�v�������•�����u�}�Œ�����•���������ï�ì���•�������µ�v�����š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ�����ñ���£�����]�v�(� �Œ�]���µ�Œ�������µ��

�d�u�������•�����u�}�Œ�����•���µ�š�]�o�]�•� ���•�����š�����[�µ�v����� �š���‰�������[� �o�}�v�P���š�]�}�v���������ï�ì���u�]�v�������ò�ñ���£�� (Tableau 6). Quinze 

cycles supplémentaires ont ensuite été réalisés sur le même modèle que les 20 premiers 

cycles, �u���]�•�����À�������µ�v�����]�v���Œ� �u���v�š���š�]�}�v���������ï�ì�� �•���������Z���‹�µ����� �š���‰�������[� �o�}�v�P���š�]�}�v���•�µ�‰�‰�o� �u���v�š���]�Œ���X��

�>�[� �o�}�v�P���š�]�}�v�� �(�]�v���o���� ���� ���µ�Œ� �� �î�ì�� �u�]�v�� ���� �ó�î�� �£���X��Un �…�o ���µ�� �‰�Œ�}���µ�]�š�� ���[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�� ���� � �š� �� �µ�š�]�o�]�•� ��

comme matrice pour les PCR nichées qui ont été réalisées dans les mêmes conditions que les 

PCR standards. 
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Tableau 6. Liste des amorces utilisées. 

 
Objectifs 

Nom des amorces �^� �‹�µ���v�������ñ�[-�ï�[�� 

Construction 
�ñ�í�ñ�P�^���'�z�î�ì�î�ñ�� 

SAG_2025-1-PstI  AAAAACTGCAGATGGGACAATTGAAGTTC 

 SAG_2025-2-AvrII  
 

AAAAACCTAGGATGAGAAAGAGCCACTT 

 SAG_2025-3-AvrII  
 

AAAAACCTAGGTACAGTAAATGGACAAACAC 

 SAG_2025-4  TTCTTCAACAGTACTTCTACC 
�ñ�í�ñ�P�^���E�z�î�í�ð�ó�� SAN_2147-1_PstI TTTTTTCTGCAGCCATGAAGAGGTAGTAGGTAT 

 
 SAN_2147-2_AvrII TTTTTTCCTAGGTTGGTTTTACTTCTCTCTGA 

 
 SAN_2147-3_AvrII TTTTTTCCTAGGAAAAACGAATTAGACAATGT 

 
 SAN_2147-4 CTGCCCATCACTTAATTG 

���}�v�•�š�Œ�µ���š�]�}�v���ñ�í�ñ�P�^���>�z�î�ì�ð�ð�� SAL_2044-1 
 

CAGAATGAGGAGGTAATTG 

 SAL_2044-2_AvrII TTTTTTCCTAGGGTCTCTTTTAATATCTTCT 
 

 SAL_2044-3_AvrII 
 

TTTTTTCCTAGGCAGGGGCTTGGTCTCGAA 

 SAL_2044-4 TCTTTGATCTGCAGTATCTTGTG 
 

���}�v�•�š�Œ�µ���š�]�}�v�����ñ�í�ñ�P�^���>�î�ì�ñ�ó SAL_2057-1_PstI TTTTTTCTGCAGTACAGTAAGCGTAGCAGT 
 

 SAL_2057-2_AvrII TTTTTTCCTAGGATCTTTAGCTCTATCCACTG 
 

 SAL_2057-3_AvrII 
 

TTTTTTCCTAGGTCAAACATCACAACTAAGA 

 SAL_2057-4 AACAACATGATGACCTGC 
 

���}�v�•�š�Œ�µ���š�]�}�v���ñ�í�ñ�P�^���>�î�ì�ñ�õ�� SAL_2059-1_EcoRI 
 

TTTTTTGAATTCATGGTTATTCAGCAGAGA 

 SAL_2059-2_AvrII 
 

TTTTTTCCTAGGACGTCACTAGTAGCATCACT 

 SAL_2059-3_AvrII TTTTTTCCTAGGTGATCAGTACTATAGGTCTC 
 

 SAL_2059-4 CATCTCTACGTAAAATAGCTC 
 

���}�v�•�š�Œ�µ���š�]�}�v���ñ�í�ñ�P�^���>�î�ì�ó�ð�� SAL_2074-1 TTAGACTGTATACTACTGGTGTA 
 

 SAL_2074-2_AvrII 
 

TTTTTTCCTAGGTCCGAATCCCATGTCAAC 

 SAL_2074-3_AvrII 
 

TTTTTTCCTAGGCGTATTGCTGATCCATTTG 

 SAL_2074-4_HindIII TTTTTTAAGCTTACGAATATCGCTGTTGCCT 
Cassette spectinomycine Spec-lox71_SpeI Fwd  TTTTTACTAGTTCGTACCGTTCGTATAGCATACATTATA

CGAAGTTATCGTAACGTGACTGGCAAGA 

 Spec-lox66_SpeI Rev  TTTTTACTAGTCGTACCGTTCGTATAATGTATGCTATAC
GAAGTTATCCAATTAGAATGAATATTTCCC 

Construction 
NEM316 (ICE_515_tRNALys) 

SAG_2026-1-HindIII  AAAAAAAGCTTCATTCCATTTAATAACCATC 
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 SAG_2026-2-AvrII  
 

AAAAACCTAGGTCACTCGTTGTTCTACAGTA 

 SAG_2026-3-AvrII  AAAAACCTAGGAAATAGTGAATATCCCCA 
 SAG_2026-4-EcoRI  AAAAAGAATTC TGTTAGGATTGGAGTTTAG 

RT-PCR SAL_2074 CAMP factor II RT-PCR Fwd 
 

ATCATGTCGTAGTTAGTCAAGTTA 

 CAMP factor II RT-PCR Rev 
 

TCCGAATCCCATGTCAAC 

RT-PCR SAL_2059 SAL_2059-3_AvrII TTTTTTCCTAGGTGATCAGTACTATAGGTCTC 
 

 SAL_2059-4 CATCTCTACGTAAAATAGCTC 
 

RT-PCR SAL_2044 SAL_2044-2_AvrII TTTTTTCCTAGGGTCTCTTTTAATATCTTCT 
 

 SAL_2044-Fwd-NdeI 
 

TTTTTTCATATGTTTAATTTTACTGAAGAAGC 

RT-PCR SAN_2147 SAN_2147-5 
 

TGAACCAGCAACCCATCT 

 SAN_2147-6 
 

ATTCAGAGAGAAGTAAAACCAAT 

RT-PCR SAL_2078 SAG_2025-1-PstI  
 

AAAAACTGCAGATGGGACAATTGAAGTTC 

 SAG_2025-2-AvrII  AAAAACCTAGGATGAGAAAGAGCCACTT 
Construction de pOri23-
camp515 

CAMP factor II BamHI Fwd TTTTTGGATCCAAGTTATTTTGATTTAGGAGGG 

 CAMP factor II NsiI Rev 
 

TTTTTATGCATGAATATCGCTGTTGCCTT 

Construction de pOri23-
AgI/II515 

SAL_2056 BamHI Fwd TTTTTGGATCCTGT GAT ATT TTG AGG GCA AGA T  

 SAL_2056 PstI Rev 
 

TTTTTCTGCAGGCA TCT CCA ATA AAA TTT GGA AG  

Séquençage pOri23-AgI/II515 SAL_2056 Fwd-seq 
 

CAGCCAACACCACCGTCAA 

 SAL_2056 rev-seq AGATTGACCTGCTTCATCA 
Recherche facteurs CAMP Uberis factor U34322.1 Fwd 

 
AAGAGGAATGCTTATGGAA 

 Uberis factor U34322.1 Rev TCCACCAAATCTCTTCAAC 
Recherche ICE ICE_515_tRNALys integrase Fwd 

 
AAGCGTGAAGCTATGAATGA 

 ICE_515_tRNALys integrase Rev 
 

CTACCAGCTATGACAACTCCA 

 ICE_SUB19608_tRNALys integrase Fwd 
 

AAACGTGAAGCTATGAATGAAG 

 ICE_SUB19608_tRNALys integrase Rev 
 

TTACCAGCTATCACAACACC 

 tRNALys AAA Rev 
 

GGTTATTGCTGTGGCATACG 

 HMPREF9319_0116 Fwd 
 

CCCTGCAAGCAAATGAGG 

 HMPREF9964_2030 Fwd CCTCACTTTGCCATTCCT  
PCR nichées CAMP factor II Rev TCCGAATCCCATGTCAAC 
Recherche gènes 
d'ICE_515_tRNALys 

SAG_2025-5 TTTTT CTGCAG CAT ACG TGT TTC TTA TTT AAT CTT 
AC 
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3. ���š�µ�������������o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�������•���P���v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š���‰���Œ���Z�d-PCR 

 

�>�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� �����•�� �P���v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���� � �š� �� � �š�µ���]� ���� �‰���Œ�� �Z�d-PCR. Brièvement, une 

préculture de 10 mL de la souche étudiée a été incubée sur la nuit et ensemencée le 

lendemain au ratio 1 :100 dans 10 mL du milieu approprié. Deux millilitres de culot cellulaire 

ont été collectés à une DO à 600 nm de 0,4 ou 0,8 par centrifugation à 2000 × g à 4 °C et 

conservés par un refroidissement rapide à -�ô�ì���£���X���>���•��� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�����[���Z�E��ont été purifiés en 

utilisant le kit RNAeasy mini kit selon les recommandations du fournisseur (Qiagen, Hilden, 

�'���Œ�u���v�Ç�•�� ���À���v�š�� ���[�!�š�Œ���� �š�Œ���]�šés avec la RQ1 RNase free DNase (Promega, Madison, USA) 

pendant 1 h. Les ADN complémentaires ont été synthétisés en utilisant la retro-transcriptase 

M-MLV (In Vitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA). Des PCR standards ont été réalisées 

���v�� �µ�š�]�o�]�•���v�š�� �o���•�� �����E���� �}���š���v�µ�•�� ���}�u�u���� �u���š�Œ�]������ �‰�}�µ�Œ�� �o�[�����E�� �‰�}�o�Ç�u� �Œ���•���� �~�Z�}���Z���� ���‰�‰�o�]������

Science, Mannheim, Germany). 

 

 

4. Electroporation des bactéries  

 

4.1. Electroporation des bactéries à coloration Gram négative 

 

Les électroporations �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ������ �‰�o���•�u�]�����•�� �‰���Œ�� �o���•�� �������šéries à 

coloration Gram négative ont été effectuées comme décrit antérieurement avec quelques 

modifications [102]. �����•�� ���µ�o�š�µ�Œ���•�� ������ �í�ì�ì�� �u�>�� ���[E. coli ayant atteint une DO à 600 nm 

comprise entre 0,5 et 0,7 ont été collectées 10 min à 4000 rpm à 4 °C. Le culot a été 

resuspendu dans 50 mL de glycérol à 10 %. Un deuxième lavage a été réalisé et le culot 

cellulaire a été repris dans 10 mL de glycérol à 10 %. Une troisième centrifugation dans les 

mêmes conditions a permis de resuspendre le culot dans un volume final de 30�ì�� �…�o�� ������

glycérol à 10 %. 

Dans une ���µ�À���� ���[� �o�����š�Œ�}�‰�}�Œ���š�]�}�v�� ������ �î�� �u�u��(Biorad, Munich, Allemagne) 

préalablement refroidie, �ñ�ì���…�o�������������o�o�µ�o���•�����}�u�‰� �š���v�š���•��ont été mélangé�•�������î���…�o���������‰�Œ�}���µ�]�š��������
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ligation et une électroporation (2.5 kV, 200 �O�����š���î�ñ���…�&�•��a été réalisée �����o�[���]���������µ���P���v���‰�µ�o�•���Œ��

Xcell (Biorad, Munich, Allemagne). Les cellules ont été rapidement reprises dans 1 mL de 

milieu SOC (tryptone, 2 %; extrait de levure, 0,5 %; NaCl, 2 mM; KCl, 2,5 mM; MgCl2, 10 mM; 

MgSO4, 10 mM; glucose, 20 mM) et incubées 1 h à 37 °C sous agitation afin de permettre la 

regénération des cellules. Les cellules ont ensuite été étalées sur des géloses contenant les 

antibiotiques appropriés. 

 

 

4.2. Electroporation des bactéries à coloration Gram positive 

 

Pour les souches de streptocoques, �o���•�� ���}�v���]�š�]�}�v�•�� ���[� �o�����š�Œ�}�‰�}�Œ���š�]�}�v�� �}�v�š�� � �š� ��

différentes de celles appliquées aux lactocoques et à S. bovis. 

 

Pour les s�š�Œ���‰�š�}���}�‹�µ���•�U���í�ì�ì���u�>�����[une suspension bactérienne ayant atteint une DO à 

600 nm comprise entre 0,4 et 0,5 ont été mélangés à 100 �u�>�����[�µ�ve solution 1 (saccharose, 

1 M; glycine, 5 %) et incubés à 37 °C durant 1 h. Les cellules ont été collectées par une 

centrifugation de 10 min à 4500 rpm à 4 °C. Le culot cellulaire a été resuspendu dans 100 mL 

���[�µ�v�� �š���u�‰�}�v�� ���[� �o�����š�Œ�}�‰�}�Œ���š�]�}�v�� �~�•accharose, 0,25 M; NaH2PO4, 7 mM; MgCl2, 1 mM). Un 

deuxième lavage a été effectué dans les mêmes conditions de centrifugation et le culot a été 

resuspendu dans 50 �u�>�� ���[�µ�v�� �u� �o���v�P���� ������ �š���u�‰�}�v�� ���[� �o�����š�Œ�}�‰�}�Œ���š�]�}�v�� ���š�� ������ �P�o�Ç��� �Œ�}�o�� ���� �í�ñ % 

(ratio 1 :1). Après une dernière centrifugation, le culot cellulaire a été repris dans un volume 

final de 500 �…�o�����µ���u�!�u�����u� �o���v�P�����‹�µ�����o�[� �š���‰�����‰�Œ� ��� �����v�š���X���������ñ�ì�ì ng à 1 �…�P���������‰�o���•�u�]�����•��ont 

été laissés en contact avec 80 �…�o�� ������ �����o�o�µ�o���•�� ���}�u�‰� �š���v�š���•�� �‰���v�����v�š�� �ñ min dans des cuves 

���[� �o�����š�Œ�}�‰�}�Œ���š�]�}�v���������î mm (Biorad, Munich, Allemagne) et une électroporation a ensuite été 

réalisée ���� �o�[���]������ ���µ�� �P���v���‰�µ�o�•���Œ�� �y�����o�o��(2,5 kV, 10 �…�&�� ���š�� �ò�ì�ì �O). Les cellules ont été reprises 

rapidement dans 1 mL de bouillon BHI et incubées pendant 1 h à 37 °C ou pendant 3 h à 

30 °C �o�}�Œ�•�� ������ �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ���µ�� �À�����š���µ�Œ�� �‰�'�=�,�}�•�š�õ. Les cellules ont ensuite été étalées sur des 

géloses contenant les antibiotiques appropriés. 
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En ce qui concerne les lactocoques, 100 mL de milieu M17 supplémenté de 0,5 % de 

glucose, de 17 % de saccharose et de 1,5 % de glycine ont été ensemencés au ratio 1 :100 à 

�‰���Œ�š�]�Œ�����[�µ�v�����‰�Œ� ���µ�o�š�µ�Œ�������š���]�v���µ��� s �����v�•���o���•�����}�v���]�š�]�}�v�•�����‰�‰�Œ�}�‰�Œ�]� ���•���i�µ�•�‹�µ�[�����o�[�}���š���v�š�]�}�v�����[�µ�v����

DO à 600 �v�u�����[���v�À�]�Œ�}�v���ì,2. Les cellules ont été collectées par une centrifugation de 10 min à 

5500 rpm à 4 °C et resuspendues dans 100 �u�>�� ���[�µ�v�� solution de compétence (saccharose, 

17,1 %; glycérol, 10 %) préalablement refroidie à 4 °C. Les cellules ont été lavées dans les 

mêmes conditions deux fois. Le culot a été repris dans 1 mL final de la solution de 

compéten�����X���>�[�����E������� �o�����š�Œ�}�‰�}�Œ���Œ��a été mélangé à 40 �…�o�������������o�o�µ�o���•�����}�u�‰� �š���v�š���•�������v�•�������•��

���µ�À���š�š���•�� ���[� �o�����š�Œ�}�‰�}�Œ���š�]�}�v�� �~�î �u�u�•�� ���š�� �o�[� �o�����š�Œ�}�‰�}�Œ���š�]�}�v��a été réalisée ���� �o�[���]���������µ�� �P���v���‰�µ�o�•���Œ��

Xcell �����î�ñ�…�&�U���î,0 kV et 200 �O�X���>���•�������o�o�µ�o���•��ont été rapidement resuspendues dans 960 �…�o��������

solution de regénération (M17 supplémenté de 17,1 % de saccharose, 0,5 % de glucose, 

2,5 mM de MgCl2 et 2,5 mM de CaCl2) et ont été incubées à 30 °C pendant 2 h. Les cellules 

ont finalement été étalées sur des géloses de milieu M17 supplémenté avec 0,5 % de 

glucose et incubées dans les conditions appropriées pendant une nuit. 

 

 

5. Stratégie développée pour la mutagénèse chez S. agalactiae 

 

Le plasmide pG+host9 a été employé en tant que vecteur de clonage. Il possède une 

origine de réplication thermosensible qui dérive de celle du plasmide pWVO1 de 

Lacotococcus lactis et permet la réplication par un mécanisme de cercle roulant chez E. coli 

���š���o���•���������š� �Œ�]���•���o�����š�]�‹�µ���•�X���������‰�o���•�u�]�����U�����v���Œ���]�•�}�v�����[�µ�v�����u�µ�š���š�]�}�v�������v�•���o�����P���v����repA, peut se 

répliquer à 30 °C (température permissive) mais non à 37 °C (température restrictive).  

Le plasmide pUC19 a été utilisé comme vecteur de sous-clonage. Il est, contrairement 

à pG+host9, à un nombre élevé de copies et permet de réaliser plus facilement les clonages 

chez E. coli.  

 

 



MATERIEL ET METHODE 

112 
 

5.1. Construction des plasmides pUC19 contenant les cassettes 

���[�]�v�š���Œ�Œ�µ�‰�š�]�}�v 

 

Les deux extrémités de chacun des gènes à interrompre ont été ���u�‰�o�]�(�]� ���•�� ���� �o�[���]������

���[�µ�v���� �‰�}�o�Çmérase à haute fidélité Phusion® High-Fidelity (Finnzymes, Keilaranta, Finland) 

selon les recommandations du fournisseur (Figure 26, étape 1). Les amorces externes 

utilisées lors de cette réaction contiennent chacun des sites de restrictions appropriés aux 

vecteurs pUC19 et pG+host9. Des sites AvrII ont été intégrés au sein de chacune des amorces 

internes qui sont compatibles avec les sites SpeI des amorces utilisées pour amplifier une 

cassette de résistance à la spectinomycine (issue du vecteur pG+host9spc) (Figure 26, 

étape 6). Les amorces utilisées sont listées dans le tableau 6. Après amplification, les 

�(�Œ���P�u���v�š�•�����[�����E���}���š���v�µ�•��ont été vérifiés sur gel puis digérés par les enzymes appropriées. 

Les plasmides pUC19 et pG+host9 purifiés ont été digérés avec les enzymes de digestion 

appropriées (Figure 26, étapes 2 et 10). Les inserts et le plasmide pUC19 ainsi obtenus ont 

été �‰�µ�Œ�]�(�]� �•�� ���� �o�[���]������ ���µ�� �l�]�š�� �,�]�P�Z�� �‰�µ�Œ���� �W���Z��Product Purification (Roche Applied Science, 

Mannheim, Germany). La ligase T4 a permis la ligation entre les deux inserts du gène à 

interrompre et le vecteur pUC19 selon les recommandations du fournisseur à 16 °C pendant 

16 h (Promega, Madison, USA). Deux microlitres du produit de ligation a été électroporé 

�����v�•�� �����•�� �����o�o�µ�o���•�� ���}�u�‰� �š���v�š���•�� ���[E. coli ���,�ñ�r (Figure 26, étapes 3 et 4). Les profils de 

restriction des plasmides des clones obtenus ont été �À� �Œ�]�(�]� �•�� ���� �o���� �•�µ�]�š���� ���[�µ�v���� ���Æ�š�Œ�����š�]�}�v��

���[�����E���‰�o���•�u�]���]�‹�µ�� (Figure 26, étape 5).  

 

Le plasmide obtenu a été purifié et digéré par AvrII. La ligation des produits de 

digestion ������ ������ �‰�o���•�u�]������ ���š�� ������ �o���� �����•�•���š�š���� ������ �Œ� �•�]�•�š���v�����U�� �o�[� �o�����š�Œ�}�‰�}�Œ���š�]�}�v�� ���š�� �o���� �À� �Œ�]�(�]�����š�]�}�v��

des clones ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles décrites ci-dessus 

(Figure 26, étapes 5, 6, 7 et 8). 
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5.2. Construction des plasmides pG+host9 contenant les cassettes 

���[�]�v�š���Œ�Œ�µ�‰�š�]�}�v 

 

Les plasmides obtenus précédemment ont été purifiés et digérés au niveau des sites 

������ �Œ���•�š�Œ�]���š�]�}�v�����Æ�š���Œ�v���•�� ���� �o���� �����•�•���š�š�������[�]�v�š���Œ�Œ�µ�‰�š�]�}�v�X���>���•�� �����•�•���š�š���•��ont été purifiées sur gel à 

�o�[���]������ ���µ�� �l�]�š�� �,�]�P�Z�� �‰�µ�Œ���� �W���Z Product Purification (Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany) (Figure 26, étapes 9 et 10)�X�������o�����•�µ�]�š�������[�µ�v�����o�]�P���š�]�}�v��entre le vecteur pG+host9 et la 

�����•�•���š�š���� ���[�]�v�š���Œ�Œ�µ�‰�š�]�}�v�U�� �î �…�o��du produit de ligation obtenu ont été électroporés dans des 

cellules élect�Œ�}���}�u�‰� �š���v�š���•�� ���[E. coli EC101 (cellules portant une origine de réplication qui 

permet aux vecteurs pG+host9 de se répliquer à 37 °C) (Figure 26, étape 11). La vérification 

des clones obtenus a été réalisée �‰���Œ�� ���]�P���•�š�]�}�v�� ������ �o�[�����E�� �‰�o���•�u�]���]�‹�µ���� ���Æ�š�Œ���]�š (Figure 26, 

étape 12). 

 

 

5.3. Mutagenèse chez S. agalactiae 

 

Des cellules électrocompétentes (cf paragraphe 4.2) de la souche 515 de 

S. agalactiae, ont été électroporées avec les plasmides pG+host9 possédant les cassettes 

���[�]�v�š���Œ�Œ�µ�‰�š�]�}�v�X���>���•�� �P� �o�}�•���•��ont été incubées à 30 °C (température permissive de pG+host9) 

en présence des antibiotiques appropriés (Figure 26, étapes 13 et 14). Quelques colonies ont 

été placées en culture liquide une nuit à 37 �£�����~�š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ�����Œ���•�š�Œ�]���š�]�À�����������‰�'�=�Z�}�•�š�õ�•�X���>�[�����E��

génomique a été extrait à partir de clones isolés des cultures afin de déterminer le sens 

���[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�� �����•�� �‰�o���•�u�]�����•�� �~�Œ�����}�u���]�v���]�•�}�v�� �Z�}�u�}�o�}�P�µ���� �‰���Œ�� �o�[�]�v�•���Œ�š�� �P���µ���Z���� �}�µ�� ���Œ�}�]�š�•�� ���š�� ������

détecter la présence/absence de tandem (Figure 26, étape 15). 

 

A la suite de ces vérifications, des shifts de température (entre 3 et 10) ont été 

réalisés afin de sélectionner le deuxième évènement de recombinaison correspondant à la 

perte du vecteur pG+host9. Après le dernier shift de température à 37 °C, des colonies ont 
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été isolées sur géloses [14]. A partir des colonies isolées, des répliques (en général de 2000 à 

4000) ont été réalisées sur des géloses ���}�v�š���v���v�š���}�µ���v�}�v���������o�[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}�u�Ç���]�v�����~�Œ� �•�]�•�š���v������������

pG+host9). Les clones positifs doivent être sensibles à �o�[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}�u�Ç���]�v�� (perte du vecteur 

pG+host9)�X�� �>�[�����E�� �P� �v�}�u�]�‹�µ���� ������ �����•�� ���o�}�v���•��a été extrait afin de vérifier par PCR 

�o�[�]�v�š���Œ�Œ�µ�‰�š�]�}�v�����µ���P���v�������[�]�v�š� �Œ�!�š (Figure 26, étape 15). 
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Figure 26. Représentation schématique des ���]�(�(� �Œ���v�š���•��� �š���‰���•���������o�������}�v�•�š�Œ�µ���š�]�}�v�����[�µ�v���u�µ�š���v�š�����Z���Ì S. agalactiae. 
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6. Marquage des ICE et construction du transconjugant 

NEM316 (ICE_515_tRNALys). 

 

�>�[� �š�µ������ ���µ�� �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� ���}�v�i�µ�P���š�]�(�� ���[�µ�v�� �/������ �v� �����•�•�]�š���� �o���� �u���Œ�‹�µ���P���� ������ �o�[� �o� �u���v�š�� ���(�]�v�� ������

�‰�}�µ�À�}�]�Œ�� �o���� �•�µ�]�À�Œ���� �o�}�Œ�•�� ������ �o�[� �À� �v���u���v�š�� ������ ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�X�� �/�o�� ���•�š�� � �P���o���u���v�š�� ���•�•���v�š�]���o�� ������

sélectionner une souche receveuse présentant une résistance à un antibiotique différente de 

celle de la cellule donatrice. Ces deux constructions ont permis de sélectionner des 

�š�Œ���v�•���}�v�i�µ�P���v�š�•�����[���•�š-à-dire les cellules receveuses qui ont �����‹�µ�]�•���o�[�/�����X���>�����P���v�����������Œ� �•�]�•�š���v������

�����o�[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}�u�Ç���]�v��������� �š� �����Z�}�]�•�]���‰�}�µ�Œ���u���Œ�‹�µ���Œ���o���•���/�����������Œ���o�����(�Œ� �‹�µ���v�������������Œ� �•�]�•�š���v�������•�‰�}�v�š���v� ����

à cet antibiotique aux concentrations utilisées est très faible chez les streptocoques. Il 

permet donc la détection du transfert à de faibles fréquences.  

 

 

ICE_515_tRNALys et ICE_COH1_tRNALys ont été marqués à leur extrémité gauche au 

niveau du gène homologue au gène SAG2026 de la souche 2603 V/R, qui code une sous-

�µ�v�]�š� �����d�W���•�������[�µ�v���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���µ�Œ���������š�Ç�‰����������, en utilisant le vecteur pG+host9spc. Le vecteur 

pG+host9spc est un dérivé du vecteur pG+host9 portant à la place du gène de résistance à 

�o�[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}�u�Ç���]�v���U�� �µ�v�� �P���v���� ������ �Œ� �•�]�•tance à la spectinomycine provenant du vecteur pSET4S 

(travaux de Xavier Bellanger, communication personnelle) [251].  

Pour construire le mutant, les extrémités �ï�[�� ���š�� �ñ�[�� ���µ�� �P���v���� �^���'�î�ì�î�ò�� �}�v�š�� � �š� �� ���u�‰�o�]�(�]� ���•��

indépendamment par PCR et clonées dans le vecteur pG+host9 comme décrit ci-dessus 

(amorces SAG2026-1-HindIII, SAG2026-2-AvrII, SAG2026-3-AvrII and SAG2026-4-EcoRI).  

�h�v�� �P���v���� ������ �Œ� �•�]�•�š���v������ ���� �o�[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}�u�Ç���]�v���� ���� � �š� �� ���u�‰�o�]�(�]� ��en utilisant le vecteur pG+host9 et 

inséré dans le site interne AvrII entre les deux extrémités du gène SAG2026. Le vecteur ainsi 

obtenu pG+host9spc-SAG2026:ery�U�� ���}�v�š���v���v�š�� �o�[�]�v�•���Œ�š�� ���}�u�‰�o���š�� �~�o��s deux fragments de 

SAG2026 séparés par la cassette ery), a été utilisé pour transformer S. agalactiae par 

électroporation [131]. Deux évènements de recombinaison, en amont et aval de la région 

taggée, ont été sélectionnés comme décrit précédemment pour obtenir le remplacement du 

gène par la cassette ery [14].  

 

 �>�[�/�����z515_tRNALys-SAG2026 ::ery a été transféré à la souche receveuse NEM316 par 

conjugaison sur filtre comme déjà décrit avec des modifications mineures [14]. Brièvement, 
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la souche receveuse et la souche donneuse ont été cultivées une nuit à 37°C. 

Quinze millilitres de milieu ont été inoculés ���À�������í�ñ�ì���…�o�����������µ�oture de la souche donneuse ou 

receveuse. Les souches ont été ���µ�o�š�]�À� ���•�� �i�µ�•�‹�µ�[en phase exponentielle de croissance (DO à 

600 nm de 0,4). Les deux cultures ont été mélangées et centrifugées pendant 15 min à 

4,500 × g. Le culot cellulaire a été �Œ���•�µ�•�‰���v���µ�� �����v�•�� �í�� �u�>�� ������ �u�]�o�]���µ�� ���,�/�U�� ���š�� �í�ñ�ì�� �…�o��ont été 

étalés sur des filtres en nitrocellulose de 0,�ð�ñ���…�u��(Sartorius, Goettingen, Germany) déposés 

sur des géloses trypticase soja contenant 5% de sang de mouton défibriné. Les géloses ont 

été incubées pendant 15 h à 37 °C. Les filtres ont été enlevés des géloses et placés dans des 

flacons contenant 10 mL de milieu BHI et vortexés pendant 30 s. Des dilutions ont été 

étalées sur des géloses supplémentées avec les antibiotiques appropriés et celles-ci ont été 

incubé���•���‰���v�����v�š���î�ð���Z�����(�]�v�����[�}���š���v�]�Œ���oes transconjugants. 

 

 

 

7. Construction des plasmides pOri23-camp515 et pOri23-SAL_2056 

 

Les caractéristiques du plasmide pOri23 [317] sont listées dans le tableau 5 

(page 101). Les étapes de clonage ont été réalisées en utilisant E. coli comme souche hôte.  

Les gènes SAL_2074 et SAL_2056 codant le facteur CAMP et un antigène I/II putatifs et 

présents sur ICE_515_tRNALys, ainsi que leur site RBS (Ribosomal Binding Site) et leur 

terminateur, ont été amplifiés en utilisant la polymérase haute fidélité Phusion® High-Fidelity 

(Finnzymes, Keilaranta, Finland). Les amorces utilisées pour amplifier SAL_2074 sont CAMP 

factor II BamHI Fwd et CAMP factor II NsiI Rev �š���v���]�•�� �‹�µ���� �o�[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �^���>�z�î�ì�ñ�ò�� ����

nécessité les amorces SAL_2056 Fwd-BamHI Fwd et SAL_2056 Rev-PstI Rev (Tableau 6, 

page 107). Les sites de restriction BamHI, NsiI ou PstI ont été incorporés �����o�[extrémité �ñ�[��������

chacune des amorces afin de permettre la ligation finale.  

 

Les fragments PCR obtenus pour SAL_2074 et pour SAL_2056 (922 et 2764 pb) ont 

été vérifiés �•�µ�Œ���P���o�����[���P���Œ�}�•�������š���•�}�µ�•-clonés en utilisant le vecteur Zero Blunt® TOPO® et des 

cellules compétentes ���[E. coli Top10 (In Vitrogen life Technologies, Carlsbad, USA). Les 

vecteurs obtenus ont été extraits sur colonnes en utilisant le kit NucleoSpin® Plasmid 

(Macherey-Nagel, Düren, Germany) puis digérés par les enzymes de restriction BamHI et NsiI 
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pour le plasmide ���}�v�š���v���v�š���o�[�]�v�•���Œ�š���^���>�z�î�ì�ó�ð�����š��BamHI et PstI pour celui ���}�v�š���v���v�š���o�[�]�v�•���Œ�š��

SAL_2056 (Promega, Madison, USA). Les inserts ainsi digérés ont été purifiés sur les colonnes 

du kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Düren, Germany).  

 

 En parallèle, le vecteur natif pOri23 a été digéré par BamHI et PstI puis lié aux inserts 

avec la ligase T4 (Promega, Madison, USA). Les vecteurs ont été transformés par 

électroporation dans des cellules compétentes d�[E. coli DH5�r comme décrit précédemment 

[164, 345]. Enfin, les vecteurs pOri23-camp515 et pOri23-SAL_2056 ont été purifiés et 

électroporés chez L. lactis MG1363 et chez S. bovis et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 

pour pOri23-camp515 [49, 317]. 

 

 

 

8. Analyse des surnageants par SDS-PAGE 

 

Après culture pendant une nuit dans du milieu BHI ou MCD (milieu chimiquement 

défini, [234]), les surnageants des souches testées ont été collectés après une centrifugation 

à 5000 x g à 4 °C pendant 10 minutes. Les protéines ont été précipitées en utilisant un 

�‰�Œ�}�š�}���}�o���� �u���š�š���v�š�� ���v�� �i���µ�� ���µ�� �����}�Æ�Ç���Z�}�o���š���� ������ �•�}���]�µ�u�� �~���K���•�� ���š�� ������ �o�[�����]������ �š�Œ�]���Z�o�}�Œ�}����� �š�]�‹�µ����

(TCA) [15]. Brièvement, le DOC a été ajouté à une concentration finale de 0,02 % à 30 ml de 

surnageant. Après une �Z�}�u�}�P� �v� �]�•���š�]�}�v�����š���µ�v���š���u�‰�•�����[���š�š���v�š�����������ï�ì min sur glace, du TCA a 

été ajouté à une concentration finale de 10 %. Les protéines des surnageants des cultures ot 

été précipitées pendant une nuit à 4 °C. Le précipitat a été récupéré par une centrifugation à 

14 000 x g à 4 °C pendant 15 min. Le surnageant a été délicatement enlevé. Les protéines 

ont été �o���À� ���•�������µ�Æ���(�}�]�•�������v�•���������o�[����� �š�}�v�����(�Œ�}�]�����‰�Œ� ���o����lement stocké à -20 °C. Les culots ont 

été séchés sous vide et resuspendus dans 50 mM de Tris-HCl à pH �ò�U�ô�� ���(�]�v�� ���[���š�š���]�v���Œ���� �µ�v����

concentration des surnageants de 250 fois pour ceux issus du milieu BHI et 1000 fois pour 

ceux issus du milieu MCD. Les protéines ont été séparées en fonction de leur taille par 

électrophorèse dans un gel de sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) à 12 %. 
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9. Spectrométrie de masse sur des surnageants précipités 

 

Les bandes du gel de SDS-�W���'�������[�]�v�š� �Œ�!�š���}�v�š��� �š� ����� ���}�µ�‰� ���•�����š���š�Œ���]�š� ���•�����}�u�u������� ���Œ�]�š��

ci-après pour une identification du contenu. Les expériences ont été réalisées à Nancy par la 

plateforme de protéomique de la Fédération de Recherche FR3209. 

Les cystéines ont été réduites dans du DTT (30 mM, préparé dans 100 mM de 

���]�����Œ���}�v���š���� ���[���u�u�}�v�]�µ�u�U�� �����•�� ���š ���o�l�Ç�o� ���•�� �����v�•�� ������ �o�[�]�}���}����� �š���u�]������ �~�ï�ì mM dans du BA). 

Chacun des deux traitements a duré 30 min à température ambiante. Après deux cycles de 

lavages de 15 min chacun dans du BA et du BA / acétonitrile (ratio 1 : 1), les bandes ont été 

séchées sous vide pendant 1 h, et digérées pendant une nuit à température ambiante avec 

100 ng de trypsine après une resuspension dans 20 �…�o�� ������ �����X�� �>���•�� �‰���‰�š�]�����•�� �}�v�š�� � �š� �� ���Æ�š�Œ���]�š�•��

deux fois consécutivement dans 25 �…�o�� ���[�µ�v���� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ���[����� �š�}�v�]�š�Œ�]�o���� �� 80 % et ���[acide 

trifluoroacétique (TFA) à 1 %, pendant 10 min par �•�}�v�]�����š�]�}�v�� �����v�•�� �µ�v�� �����]�v�� ���[�����µ�X Les 

peptides extraits ont été mélangés, séchés sous vide et re-uspendus dans une solution 

contenant 2 �9�����[����� �š�}�v�]�š�Œ�]�o�������š���ì�U1 % de TFA. 

�>�[�,�W�>���� ���� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���� ���v�� �µ�š�]�o�]�•���v�š�� �µ�v�� � �‹�µ�]�‰���u���v�š�� �h�o�š�]mate 3000 (Dionex). Les 

peptides (6,4 �…�o�•���}�v�š��été injectés dans une colonne dessalante et déposés sur des colonnes 

Acclaim pepmap RSLC C18, 15 cm. Les peptides ont ensuite été élués pendant une séquence 

de 60 �u�]�v���‰���Œ���µ�v���P�Œ�����]���v�š���o�]�v� ���]�Œ�������[����� �š�}�v�]�š�Œ�]�o�����î-45 % et 192 fractions par échantillon ont 

été récupérées sur un fractionneur 384 anchorchip MALDI plate via un Proteineer FcII 

(Bruker) et mixée�•�����À�������������o�[�����]�������r-Cyano-4-hydroxycinnamique (HCCA) directement lors du 

��� �‰�€�š�X���>�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�������•�����}�v�v� ���•��en modes TOF et TOF/TOF a été réalisée automatiquement 

en utilisant WARP-LC comme logiciel pilote sur un spectromètre de masse Autoflex speed 

�D���>���/���~���Œ�µ�l���Œ�•�X���>�[���v�v�}�š���š�]�}�v�������•���‰���‰�š�]�����•�U���o�[�]�����v�š�]�(�]�����š�]�}�v�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����š���o���•���v�}�š���š�]�}�v�•���}�v�š��

été réalisées grâce au serveur Proteinscape en autorisant une tolérance de 50 ppm pour les 

mesures de masse. La recherche de la taxonomie des bactéries a été effectuée en 

interrogeant la base de données NCBInr via un serveur local Mascot. 
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III.  Analyses phénotypiques  

 

1. Analyse in silico ���š���Œ�����Z���Œ���Z�����������(�}�v���š�]�}�v�•���‰�µ�š���š�]�À���•�������•���P���v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š 

 

Les gènes et protéines ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� �}�v�š�� � �š� �� ���v���o�Ç�•� �•�� �]�v�(�}�Œ�u���š�]�‹�µ���u���v�š�� ���� �o�[���]������ ������

différents outils informatiques. Les séquences nucléotidiques et protéiques disponibles ont 

été collectée�•�� ���� �o�[���]������ �����• bases de données GenBank et GenPept. Les alignements 

�v�µ���o� �}�š�]���]�‹�µ���•�� ���š�� �‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���•�� �}�v�š�� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� �•�� ���� �o�[���]������ �����•�� �o�}�P�]���]���o�•�� ���]�}�����]�š�� ���š�� �s�����š�}�Œ�� �E�d�/��

(InVitrogen). La taille en acide aminés, la masse et le point isoélectrique des protéines ont 

� �š� ���‰�Œ� ���]�š�•�������o�[��ide du logiciel UniProtKB. Les BLAST nucléotidiques ont été effectués avec le 

logiciel BLASTN tandis que les BLAST �‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���•�� �}�v�š�� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� �•�� ���� �o�[���]������ �����• logiciels 

UniProtKB et BLASTP. �>���•�� ���}�u���]�v���•�� ���}�v�•���Œ�À� �•�������•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �}�v�š�� � �š� �� �Œ�����Z���Œ���Z� �•������ �o�[���]������������

�o�[�}�µ�š�]�o�� �����•�����Œ���Z�X�� �>���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� �‹�µ�]�� �}�v�š�� � �š� �� �Œ���š���v�µ�•�� ������ �o�[���v�•���u���o���� �����•�� ���>���^�d�� �•�}�v�š�� �����µ�Æ��

présentant une significativité statistique (pvalue < 0.05) et présentant des caractéristiques 

particulières (protéines homologues déjà étudiées dans la littérature, homologues chez des 

hôtes particuliers, etc.). La littérature existante sur les domaines conservés des protéines 

���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���]�v�•�]�� �‹�µ���� �����o�o���� ���}�v�����Œ�v���v�š�� �o���•�� �Z�}�u�}�o�}�P�µ���•�� ������ �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���Z���Ì��S. agalactiae ou 

���[���µ�š�Œ���•�� ���•�‰�������•�� �}�v�š�� �‰���Œ�u�]�•�� ���[���‰�‰�µ�Ç���Œ�� �o�[���v���o�Ç�•����in silico. �>�[���v�•���u���o���� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•��ainsi 

obtenus a �‰���Œ�u�]�•���������‰�Œ� ���]�Œ���������•���(�}�v���š�]�}�v�•���‰�µ�š���š�]�À���•�����µ�Æ���‰�Œ�}�š� �]�v���•��� �š�µ���]� ���•�����š�����[�}�Œ�]���v�š���Œ���o���•��

travaux. 

 

 

2. Test de résistance au stress oxydant 

 

Plusieurs molécules sont susceptibles de générer du stress oxydant. Dans ces travaux, 

le pe�Œ�}�Æ�Ç���������[�Z�Ç���Œ�}�P���v�����~�,2O2) a été utilisé pour générer un tel stress. Les souches à tester 

ont été cultivées une nuit dans le milieu approprié. Le lendemain, le même milieu a été 

inoculé au ratio 1 :100 à partir de la préculture. Quand les cultures ont atteint une DO de 0,4 

à 600 nm, 20 mM de pe�Œ�}�Æ�Ç���������[�Z�Ç���Œ�}�P���v����ont été ajoutés. Les cultures ont été incubées à 

37 °C pendant 60 min dans ces conditions. Des dilutions en séries (1 : 10) ont été réalisées 
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�‰�µ�]�•���í�ì�ì�� �…�o���}�v�š��été étalés sur des géloses appropriées placées ensuite à 37 °C durant 24 h. 

Les unités formant des colonies ont été comptées afin de déterminer le taux de survie par 

rapport à des souches non traitées avec du peroxyde ���[�Z�Ç���Œ�}�P���v���X 

 

 

3. Analyse des propriétés antimicrobiennes 

 

La détermination d�[�µ�v����� �À���v�š�µ���o�o����propriété ���v�š�]�u�]���Œ�}���]���v�v�������}�v�(� �Œ� �����‰���Œ���o�[�/���� a été 

déterminée sur gélose. La production de bactériocine a été � �À���o�µ� �����‰���Œ���o�[�}���•���Œ�À���š�]�}�v���}�µ���v�}�v��

�������Ì�}�v�������[�]�v�Z�]���]�š�]�}�v�����������Œ�}�]�•�•���v�������������•�}�µ���Z���•���]�v���]�����š�Œ�]�����•�X�� 

�����•�� �•�‰�}�š�•�� ������ �í�ì�� �…�o������s cultures ���[�µ�v�� nuit des souches à tester ou des surnageants 

des cultures filtrées ont été déposés sur gélose Mueller Hinton (Biorad). Les gouttes ont été 

séchées 20 min sous hotte à flux laminaire. Un millilitre ���[�µ�v�������µ�o�š�µ�Œ�������[�µ�v�� nuit des souches 

indicatrices a été mélangé à 13 mL de BHI soft ou M17 soft (agar, 8 %) maintenus en 

surfusion. Des surcouches ont été réalisées avec chacune des souches indicatrices sur les 

boites sur lesquelles ont été déposés les spots. Les boites ont été incubées 24 h dans les 

conditions appropriées.  

 

 

4. �D���•�µ�Œ�����������o�[�����š�]�À�]�š� �����}-hémolytique 

 

4.1. Test CAMP 

 

Les souches de la collection du Resapath ont été testées pour leur réaction au test 

CAMP [75]. Brièvement, la souche CIP 57.10 de S. aureus productrice de �t-toxine (Institut 

Pasteur, Paris) a été striée sur gélose trypticase soja avec 5 % de sang. Les souches 

���Æ���u�]�v� ���•�� �‰���Œ�� �Œ���‰�‰�}�Œ�š�� ���� �o���� �‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� �(�����š���µ�Œ�� �š�Ç�‰���� �����D�W�� �}�v�š��été striées 

perpendiculairement à la première strie de S. aureus�X�� ���‰�Œ���•�� �µ�v���� �]�v���µ�����š�]�}�v�� ���[�µne nuit à 
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37 °C, les souches produisant un facteur type CAMP développent une réaction hémolytique 

synergique en forme de flèche entre elles et S. aureus (Figure 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�&�]�P�µ�Œ�����î�ó�X���^���Z� �u�����������o�����Œ� ���o�]�•���š�]�}�v�����[�µ�v���š���•�š�������D�W. 

 

 

 

4.2. Suivi hémolytique de la réaction synergique CAMP 

 

�>�����š�]�š�Œ���š�]�}�v���������o�[�Z� �u�}�o�Ç�•����a été réalisée par un suivi de densité optique �����o�[���]���������[�µ�v��

lecteur de microplaques comme décrit avec des modifications mineures [379]. Les 

érythrocytes de 2 mL de sang de mouton défibriné �~���]�}�u� �Œ�]���µ�Æ�U���D���Œ���Ç���o�[���š�}�]�o���U���&�Œ���v�����• ont 

été collectés par une centrifugation à 4 °C à 2000 x g pendant 30 min. Les érythrocytes ont 

été �o���À� �•�� �ñ�� �(�}�]�•�� �����v�•�� ���µ�� �š���u�‰�}�v�� ���[�Z� �u�}�o�Ç�•���� �~�d�Œ�]�•-HCl, 10 mM; NaCl, 150 mM; pH 7,4) de 

manière similaire à la centrifugation précédente et une suspension à 1 % (v/v) ���[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}���Ç�š���•��

a été traitée avec 0,025 U/mL de sphingomyélinase (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

pendant 30 min à 37 °C. Des témoins sans traitement à la sphingomyélinase ont été réalisés 

en parallèle. Cent microlitres de la �•�µ�•�‰���v�•�]�}�v�� ���[� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}���Çtes ont été distribués dans les 

�‰�µ�]�š�•�� ���[�µ�v���� �u�]���Œ�}�‰�o���‹�µ���� ������ �õ�ò�� �‰�µ�]�š�•�� ���v�� �‰�}�o�Ç�•�š�Ç�Œ���v���� ���� �(�}�v���� �‰�o���š��(NUNC immuno plate 
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Maxisorb, Roskilde, Denmark). Des cultures bactériennes ont � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���•�� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ���[�µ�v����

�‰�Œ� ���µ�o�š�µ�Œ�������[�µ�v�����v�µ�]�š�����š�����[�µ�v�������]�o�µ�š�]�}�v���~�Œ���š�]�}���í :100) �i�µ�•�‹�µ�[�����o�[�}���š���v�š�]�}�v�����[�µ�v�������K�������ò�ì�ì���v�u��

de 0,8 et les surnageants des cultures ont été récupérés par une centrifugation de 10 min à 

2000 x g. Les surnageants ont été filtrés �����o�[���]���������[�µ�v���(�]�o�š�Œ�����������ì,�î���…�u�����š�����]�o�µ� s en série de 2 

en 2. Cent microlitres de chaque surnageant ont été distribués dans les puits de la 

�u�]���Œ�}�‰�o���‹�µ���X�� �>�[activité co-hémolytique a été évaluée ���� �o�[���]������ ���[�µ�v�� �o�����š���µ�Œ�� ������ �u�]���Œ�}�‰�o���‹�µ���•��

(Biotek ELx808). Les expériences ont été réalisées en triplicat technique pour chacun des 3 

réplicats biologiques. 

 

 

5. Analyse des propriétés adhésives 

 

5.1. Etude de la formation de biofilm sur polystyrène 

 

Des précultures sur la nuit ont été réalisées dans les conditions et avec les 

antibiotiques appropriés. Du bouillon BHI supplémenté de 1 % de glucose a été inoculé au 

ratio 1 :100 à partir de cette préculture. Les souches ont été cultivées dans les conditions 

���‰�‰�Œ�}�‰�Œ�]� ���•���i�µ�•�‹�µ�[�����o�[�}���š���v�š�]�}�v�����[�µ�v�������K���� 600 nm de 0,1 et 1,5 mL de chaque culture a été 

distribué dans les puits de plaques de culture cellulaire de 24 puits à fond plat en 

polystyrène (Falcon, Frankin lakes, USA). Après une incubation de 24 h à 37 °C pour les 

souches de streptocoques et à 30 °C pour les souches de lactocoques, les plaques ont été 

lavées deux fois avec du tampon phosphate saline (PBS) (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) 

puis séchées 45 min à 55 °C. Les biofilms formés ont été visualisés par une révélation au 

cristal violet (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) concentré à 0,2 % pendant 45 min à 

�š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���� ���u���]���v�š���� �•�µ�]�À�]���� ���[�µ�v�� �•� ���Z���P���� ���� �ñ�ñ�� �£���X�� �>���� ���]�}�u���•�•����a été resuspendue dans 1 

�u�>�����[�µ�v���u� �o���v�P����� �š�Z���v�}�o���l������� �š�}�v�����~�ô�ì :20) afin de réaliser la quantification par une lecture 

spectrophotométrique à 595 nm. Les expériences ont été réalisées en quatre réplicats 

techniques pour chacun des trois réplicats biologiques. 
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5.2. ���š�µ�������������o�[���Œ���Z�]�š�����š�µ�Œ���������•�����]�}�(�]�o�u�•���‰���Œ���u�]���Œ�}�•���}�‰�]�������}�v�(�}�����o�� 

 
Les biofilms ont été réalisés dans des microplaques de 96 puits en polystyrène avec 

une base mclearH (Greiner Bio-one, France). Les biofilms immergés âgés de 24 heures ont 

� �š� �� �}���•���Œ�À� �•�� ���� �o�[���]������ ���[�µ�v�� �u�]���Œ�}�•���}�‰���� ���}�v�(�}�����o�� �]�v�À���Œ�•� �� ���� �����o���Ç���P���� �o���•���Œ�� �>���]������ �^�W�î�� ���K���^��

(CLSM, LEICA Microsystems, France) sur la plateforme de microscopie MIMA2 

(http://www6.jouy.inra.fr/mima2). Pour les observations de biofilms immergés, le milieu de 

culture BHI des puits a été remplacé par du milieu BHI frais après la première étape 

���[�����Z� �•�]�}�v��(3 �Z���µ�Œ���•�•�����(�]�v�����[� �o�]�u�]�v���Œ���o���•���������š� �Œ�]���•���‰�o���v���š�}�v�]�‹�µ���•�X 

Les cellules ont été marquées en utilisant un mix de fluorophores composé de SYTO 9 

���š�����[�]�}���µ�Œ�����������‰�Œ�}�‰�]���]�µ�u���~�/�v�s�]�š�Œ�}�P���v�•�U���‹�µ�]�����Æ�‰�o�}�]�š�����o���•�����]�(�(� �Œ���v�����•���������‰���Œ�u� �����]�o�]�š� �������o�o�µ�o���]�Œ����

���š�����[���(�(�]�v�]�š� �•�����µ�Æ������ides nucléiques. Après 15 �u�]�v�µ�š���•�����[�]�v���µ�����š�]�}�v�������š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�������u���]���v�š���U��

la microplaque a été montée sous la platine motorisée du microscope confocal. Les 

microplaques ont été scannées à 400 Hz en utilisant un objectif à immersion x 63 et une 

ouverture numér�]�‹�µ���� ������ �í�U�ð�X�� �>�[���Æ���]�š���š�]�}�v�� �����•�� �(�o�µ�}�Œ�}�‰�Z�}�Œ���•�� ���� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���� ���� �ð�ô�ô nm par un 

laser argon, et la fluorescence émise a été enregistrée dans les gammes 500-550 nm pour le 

fluorophore SYTO 9 (fluorescence verte) et 600-650 nm �‰�}�µ�Œ�� �o�[�]�}���µ�Œ���� ������ �‰�Œ�}�‰�]���]�µ�u��

(fluorescence rouge). Afin de quantifier le nombre de cellules attachées au fond des 

microplaques, un total de neuf images a été acquis pour chacune des souches étudiées dans 

trois puits différents. Afin de générer les images des biofilms, un minimum de six séries Z 

���[�]�u���P���•�����À�������µ�v���‰���•���������í mm a été acquis pour chaque souche dans trois puits différents. 

Les projections en 3 dimensions des biofilms ont été reconstruites à partir de la série 

Z des images en utilisant le logiciel Imaris v7.0 (Bitplane, Suisse). Les biovolumes des biofilms 

immergés et les autres caratéristiques obtenues ont été calculé�•�� ���� �o�[���]������ ���µ�� �o�}�P�]���]���o�� �W�Z�o�]�‰�U��

�µ�v���� �À���Œ�•�]�}�v�� ���µ�� �o�}�P�]���]���o�� ���[���v���o�Ç�•���� ���[�]�u���P���� �D���š�o������ ���]�•�‰�}�v�]���o���� �P�Œ���š�µ�]�š���u���v�š��

(http://phlip.sourceforge.net/phlip-ml�•�X�� �>���� ���]�}�À�}�o�µ�u���� �Œ���‰�Œ� �•���v�š���� �o���� �À�}�o�µ�u���� �P�o�}�����o�� ���[�µ�v��

biofilm (en mm3) et peut être utilisé pour estimer la biomasse totale. Il a été défini comme 

� �š���v�š���o�����v�}�u���Œ�����������‰�]�Æ���o�•�����[���À���v�š���‰�o���v�������v�•���µ�v�����•� �Œ�]�������[�]�u���P���•���‰�o���v���u�µ�o�š�]�‰�o�]� ���‰���Œ���o�����À�}�o�µ�u����

de voxel, qui est le produit de la taille des pixels au carré et de la taille de pas du balayage. Le 

ratio du volume rapporté à la surface du biofilm reflète la fraction du biofilm exposé au flux 

nutritif. La distribution des cellules sur le substrat est également mesurable. 
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5.3. ���š�µ�������������o�[�����Z� �•�]�}�v�����������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���•���o�]�À���]�Œ���• 

 

5.3.1. Collecte de salive 

 

La collecte de salive a été réalisée comme précédemment décrit [248]. La salive de 5 

à 8 volontaires sains a été collectée. La salive a été poolée et du dithiothréitol (DTT) (Sigma 

Aldrich, Saint Louis, USA) a été ajouté à une concentration de 2,5 mM. Les matières 

particulaires et la mucine ont été éliminées par une centrifugation à 13 000 x g pendant 

10 min. La salive ainsi clarifiée a été diluée à 10 % avec �������o�[�����µ�����]�•�š�]�o�o� �����•�š� �Œ�]�o���X���>�����•�}�o�µ�š�]�}�v������

10 % a été filtrée à travers un filtre en nitrocellulose de 0,�î���…�u�X���>�����•���o�]�À����clarifiée diluée a été 

conservée à -20 °C. 

 

 

5.3.2. �d���•�š�����[�����Z� �•�]�}�v�����µ�Æ���‰�Œ�}�š� �]�v���•���•���o�]�À���]�Œ���• 

 

Les souches bactériennes testées ont été cultivées une nuit à 30 °C ou 37 °C selon 

�o�[�}�Œ�P���v�]�•�u����� �š�µ���]� �����š�����v���‰�Œ� �•���v�����������•�����v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�����‰�‰�Œ�}�‰�Œ�]� �•�X 

Du milieu de culture additionné de 0,2 % de glucose a été ensemencé à partir des 

précultures de la veille à un ratio 1 :100 et les souches ont été ���µ�o�š�]�À� ���•���i�µ�•�‹�µ�[�����o�[�}���š���v�š�]�}�v��

���[�µ�v���� ���K�� ���� �ò�ì�ì nm de 0,1. Les microplaques, préalablement recouvertes avec 1 mL de 

solution de salive traitée à 10 % pendant 16 h à 4 °C, ont été ensemencées avec 1 mL de 

suspension bactérienne. Les plaques ont été incubées 24 h à 30 °C ou 37 °C selon 

�o�[�}�Œ�P���v�]�•�u����� �š�µ���]� �����š���o���À� ���•�������µ�Æ���(�}�]�•�����À���������µ���W���^�X���>���•��puits ont ensuite été séchés 45 min à 

55 °C puis incubés en présence de 1 mL de cristal violet 0,2 % pendant 45 min à température 

ambiante. Les plaques ont été lavées jusqu�[���� �o�[� �o�]�u�]�v���š�]�}�v�� ���}�u�‰�o���š���� ���µ�� ���Œ�]stal violet et 

séchées à 55 °C. La biomasse a été �Œ���•�µ�•�‰���v���µ���������v�•���í���u�>�����[�µ�v���u� �o���v�P����� �š�Z���v�}�o���l������� �š�}�v��������

un ratio 80:20 et la quantification de la biomasse formée durant la phase de biofilm sur le 

substrat a été réalisée par une mesure spectrophotométrique à une DO de 595 nm. 
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5.4. �d���•�š�����[�����Z� �•�]�}�v�����������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���Z�µ�u���]�v���• 

 

Des tests en microplaques de 96 puits (NUNC immuno plate Maxisorb, Roskilde, 

Denmark) ont été effectués afin ���[� �À���o�µ���Œ �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ������ �•�}�µ���Z���•������ �����•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �Z�µ�u���]�v���•��

de �o���� �u���š�Œ�]������ ���Æ�š�Œ�������o�o�µ�o���]�Œ���X�� �>�[�����Z� �•�]�}�v�� ���� �š�Œ�}�]�•�� �š�Ç�‰���•�� ������ �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���� � �š� �� � �À���o�µ� �� : au 

fibrinogène provenant de plasma humain (F3879, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA), à la 

fibronectine issu de plasma humain (F0895, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) et au collagène 

isolé de placenta humain (C7521, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA).  

Cent microlitres de PBS ont été distribués dans les puits de la microplaque. Cent 

microlitres de protéines humaines ont ensuite été ajoutés dans la première colonne à des 

concentrations de 0,25 mg/mL pour la fibronectine et le collagène et 1 mg/mL pour le 

fibrinogène puis des dilutions sériées de 2 en 2 ont été effectuées. Une des colonnes ne 

contenait pas de protéine et a été utilisée comme témoin négatif. Les plaques ont été 

recouvertes à 4 °C pendant 16 h puis lavées 3 fois avec du PBS. Les sites de fixation non 

spécifiques ont été ���o�}�‹�µ� �•���‰���Œ���o�[���i�}�µ�š�����[�µ�v�����•�}�o�µ�š�]�}�v���������W���^�����}�v�š���v���v�š���î�� �9�����[���o���µ�u�]�v����������

sérum bovin (BSA) (Sigma Aldrich, Saint Louis) pendant 1,5 h à température ambiante. Des 

témoins sans blocage des sites aspécifiques ont été réalisés. Les plaques ont à nouveau été 

�o���À� ���•���ï���(�}�]�•�������o�[���]�������������W���^�X 

Dix millilitres de culture des souches ont été incubés une  nuit dans les conditions de 

culture appropriées et le culot cellulaire a été récupéré par une centrifugation de 10 min à 

3000 x g. Le culot a ensuite été repris dans 1 mL de PBS. Deux cents microlitres de 

suspension bactérienne ont été répartis par puits et les microplaques ont été incubées 3 h à 

�ï�ó���£�������À���v�š�����[�!�š�Œ�����o���À� ���•���ï���(�}�]�•�����À���������µ���W���^�X���>���•�������o�o�µ�o���•���‹�µ�]���}�v�š�������Z� �Œ� ���}�v�š��été fixées 45 min 

à 55 °C.  

La biomasse fixée a été révélée par une coloration au cristal violet concentré à 0,2 % 

pendant 45 min à température ambiante. Les puits ont été lavés �i�µ�•�‹�µ�[���� �o�[élimination 

complète du cristal violet résiduel (3 à 4 lavages nécessaires). La biomasse bactérienne a été 

resuspendue dans 200 �…�o�� ������ �š���u�‰�}�v�� ���]�šrate (citrate de sodium dihydraté 18,4 g, acide 

citrique anhydre 9,2 g, eau distillée qsp 1000 mL, pH 4,5) pendant 1,5 h à température 

ambiante et la quantification a été réalisée par une lecture spectrophotométrique à 570 nm 

�����o�[���]���������[�µ�v���o�����š���µ�Œ��������microplaques (Biotek ELx808). 
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6. Analyse statistique des données 

 

Les données brutes des tests phénotypiques ont été analysées ���� �o�[���]������ ���µ�� �š���•�š��

statistique non paramétrique de Mann-Whitney. �>���•�� �v�}�u���Œ���•�� ���[�}���•���Œ�À���š�]�}�v�•�� � �š���]���v�š��

identiques pour chacun des échantillons indépendants. Les deux échantillons sont 

considérés comme statistiquement différents si la pvalue obtenue du test est, au moins, 

inférieure à 0,05. Ce test, basé sur la technique des rangs, a été choisi étant donné le 

nombre de données pour chacun des échantillons observés. Les tests ont été réalisés en 

utilisant des commandes du logiciel R. 
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�>���•��� �o� �u���v�š�•���]�v�š� �P�Œ� �•�������o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���P���v�������}�����v�š���µ�v�����Z�E�š���>�Ç�•�]�v�����~���v�š�]���}���}�v�����d�d�•��

sont très fréquents chez S. agalactiae et �•�}�v�š�� � �P���o���u���v�š�� �Œ���š�Œ�}�µ�À� �•�� ���Z���Ì�� ���[���µ�š�Œ���•��

streptocoques [40, 161]. Des travaux précédents ont permis de montrer la fonctionnalité 

(excision, conjugaison et intégration chromosomique chez une souche receveuse�•�� ������ �o�[�/������

chez la souche 515 de S. agalactiae, nommé ICE_515_tRNALys (�š�Œ���À���µ�Æ�� ������ �š�Z���•���� ���[���µ�Œ�}�Œ����

Puymège, laboratoire de génétique et microbiologie, UMR INRA-UHP 1128, soumis).  

 

Cet élément génétique mobile ���•�š�����}�u�‰�}�•� �����[�µ�v���u�}���µ�o�����������Œ� �P�µ�o���š�]�}�v�U�����[�µ�v���u�}���µ�o����

������ ���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�� ���š�� ���[�µ�v�� �u�}���µ�o���� ������ �Œ�����}�u���]�v���]�•�}�v�� �(�}�v���š�]�}�v�v���o�•�� �‹�µ�]�� �Œ��ndent possible son 

transfert, mais � �P���o���u���v�š�����[���µ�š�Œ���•��ORF que celles impliquées dans sa mobilité. Une analyse 

in silico en utilisant le logiciel BLASTP, suggère que certains de ces gènes seraient impliqués 

�����v�•�� �o���� �u���]�v�š�]���v�� ������ �o�[�/������en favorisant le succès évolutif de son hôte, et pourraient 

notamment être impliqués dans sa virulence (Figure 27). ICE_515_tRNALys a donc été choisi 

���}�u�u���� �u�}�����o���� ���[� �š�µ���� pour la caractérisation fonctionnelle des fonctions pouvant être 

�À� �Z�]���µ�o� ���•���‰���Œ���o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���������������š�š�����(���u�]�o�o�������[�/�����X�� 

 

 

La première partie des résultats des travaux de thèse ���}�v�•�]�•�š���� ���v�� �o�[���v���o�Ç�•����in silico 

�����•�� �P���v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š ���[�/�����z515_tRNALys. Cette analyse a permis de prédire des fonctions 

putatives ���}��� ���•���‰���Œ���o�[�/�����X�� 

 

Une deuxième partie des travaux a porté sur �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� �����•�� �P���v���•�� ��� �š�����š� �•��

permettant de conférer des fonc�š�]�}�v�•�����[�]�v�š� �Œ�!�š�������o�[hôte.  

 

Les trois parties suivantes présentent les résultats des tests phénotypiques réalisés 

en lien ���À������ �o���•�� �(�}�v���š�]�}�v�•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š (résistance face à un stess oxydant, propriétés 

���v�š�]�u�]���Œ�}���]���v�v���•�U���u���]�v�š�]���v���������o�[�/�����U���‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �•�����[�����Z� �•�]�}n et propriétés hémolytiques).  

 

�h�v���� �����Œ�v�]���Œ���� �‰���Œ�š�]���� ���•�š�� �����v�š�Œ� ���� �•�µ�Œ�� �o�[� �š�µ������ ���µ�� �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� ������ �(�}�v���š�]�}�v�•�� ���}��� ���•�� �‰���Œ��

ICE_515_tRNALys �������[���µ�š�Œ���•���������š� �Œ�]���• �‰���š�Z�}�P���v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š���•���v�]�š���]�Œ�� humain et vétérinaire. 
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I. Analyse in silico des fonctions putatives portées par  

ICE_515_tRNALys 

 

 

1. �^�Ç�•�š���u�����������u���]�v�š�]���v���������o�[�/���� 

 

�>�[���v���o�Ç�•����in silico a mis en évidence un système toxine-antitoxine putatif codé 

respectivement par les gènes SAL_2044 et SAL_2045 situés au sein du module de 

conjugaison ���[�/�����z515_tRNALys (Figure 28, page 135).  

  

 �^���>�z�î�ì�ð�ð�� ���}������ �µ�v���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ������ �ô�ð�� ������ �~�v�µ�u� �Œ�}�� ���[���������•�•�]�}�v GenBank : 

ZP_00789072) tandis que SAL_2045 code une protéine de 85 aa (numéro 

���[���������•�•�]�}�v GenBank: ZP_00789110) (Tableau 7). Les protéines ont un poids moléculaire 

prédit respectivement de 10,45 et 10,32 kDa et un pI acide théorique de 6,29 et 4,93 

(Uniprot) (Tableau 7). Ce système est également présent �•�µ�Œ�� ���[���µ�š�Œes ICE situés au même 

locus ���Z���Ì�����[���µ�š�Œ���•���•�}�µ���Z���•��������S. agalactiae �u���]�•���v�[�����‰���•�����v���}�Œ����� �š� �������Œ�����š� �Œ�]�•� . Le système 

SAL_2044/SAL_2045 a une identité de séquences de 100 % par rapport aux systèmes 

présents sur �o���•���/�������]�v�š� �P�Œ� �•�������o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���P���v�������}�����v�š���o�[���Z�E�š���>�Ç�•�]�v����chez les souches 

2603 V/R (ICE_2603V/R_tRNALys) et FSL S3-026 (ICE_FSLS3026_tRNALys). ICE_COH1_tRNALys 

présent chez la souche COH1 de S. agalactiae code une toxine et une antitoxine putatives 

similaires à SAL_2044 et SAL_2045 (identité de respectivement 97 % et 100 %).  

 

De manière intéressante, un système identique est également présent chez la souche 

de Streptococcus urinalis 2285-97 (identité de 100 % pour les deux protéines) [79]. Celui-ci 

est codé par les gènes STRUR_1968 (SAL_2044) et STRUR_1969 (SAL_2045). 

 

Une analyse par BLASTP indique �o�[���‰�‰���Œ�š���v���v�������������^���>�z�î�ì�ð�ð��et de ses homologues à 

la famille des toxines Txe et celle de SAL_2045 à la famille des antitoxines de type YefM. Une 

analyse bioinformatique a ainsi révélé que SAL_2044 et SAL_2045 présentent 56 % et 45 % 

���[�]�����v�š�]�š� �� ������ �•� �‹�µ���v������ �‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���� ���À������ �o���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•��fonctionnelles déjà décrites dans la 

littérature, respectivement Txe (pour �d�}�Æ�]�v���� ���[Enterococcus faecium) et Axe (pour 
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���v�š�]�š�}�Æ�]�v���� ���[Enterococcus faecium) [151, 162]. Par ailleurs, SAL_2044 et SAL_2045 

présentent respectivement 56 % et 29 �9�����[�]�����v�š�]�š� �����À�������o���•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���z�}���������š���z���(�D�����}��� ���•��

par des gènes ayant une localisation chromosomique chez E. coli et S. pneumoniae 

(Tableau 7) [285].  

 

Les protéines Txe, Axe, YoeB et YefM ont, comme SAL_2044 et SAL_2045, un poids 

moléculaire avoisinant les 10 kDa. Txe (toxine) et Axe (antitoxine) ont un pI théorique 

respectivement de 8,0 et 4,7 tandis que YoeB (toxine) et YefM (antitoxine) ont un pI 

respectivement de 7,9 et de 5,1 (Tableau 7) [151]. De manière intéressante, toutes les 

antitoxines possèdent un pI acide, ce qui est le cas de la protéine SAL_2045. 

 

 

Tableau 7. Caractéristiques de systèmes toxine-antitoxine par rapport aux 

protéines SAL_2044 et SAL_2045. 

�>�[�]�����v�š�]�š� ���‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���������• systèmes toxine-antitoxine Txe-Axe et YoeB-YefM a été analysée par rapport 

aux protéines SAL_2044 et SAL_2045 codés par ICE_515_tRNALys par BLASTP. Les tailles, poids 

�u�}�o� ���µ�o���]�Œ���•�����š���‰�/���}�v�š��� �š� ���}���š���v�µ�•�������o�[���]�������������o���������•�������������}�v�v� ���•���h�v�]�W�Œ�}�š�X 

 

 

 
Protéine Souche 

Identité 
protéique 

Taille (en 
acides aminés) 

Poids 
moléculaires pI 

Toxine SAL_2044 S. agalactiae /  84 aa 10,4 kDa 6,3 
 Txe E. faecium, B. thuringiensis, E. coli  56% 85 aa 10,2 kDa 8,0 
 YoeB E. coli, S. pneumoniae 56% 84 aa 10,2 kDa 7,9 
Antitoxine SAL_2045 S. agalactiae /  85 aa 10,3 kDa 4,9 

 Axe E. faecium, B. thuringiensis, E. coli  45% 89 aa 10,4 kDa 4,7 
 YefM E. coli, S. pneumoniae 29% 83 aa 9,3 kDa 5,1 
       

 

 

 

Les systèmes Txe/Axe et YoeB/YefM (toxine/antitoxine) font partie des premiers 

�•�Ç�•�š���u���•���������u���]�v�š�]���v�����[� �o� ments génétiques mobiles décrits chez les bactéries à coloration 

Gram positive et pourraient avoir un rôle dans la mort cellulaire programmée [182]. 
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�>�����•�Ç�•�š���u�������[�������]���š�]�}�v���d�Æ���l���Æ�������•�š���‰�Œ� �•���v�š sur les plasmides non conjugatifs pRUM 

conférant à Enterococcus faecium des résistances à de nombreux antibiotiques [151, 162, 

338]. Il permet le maintien de nombreux plasmides chez différentes souches dont 

E. faecium, Bacillus thuringiensis et E. coli [151]. 

Txe et YoeB exercent un effet toxique sur les cellules bactériennes en clivant les 

ARNm, inhibant ainsi la synthèse protéique [74, 162, 201]. Axe et YefM représentent les 

antidotes capables de se lier à leur toxine et de bloquer leur activité cytotoxique permettant 

ainsi la survie des cellules [151, 162, 201, 285]. YefM a un effet retro-transcriptionnel sur sa 

propre expression mais aussi sur celle de YoeB et les deux protéines interagissent [69, 206]. 

���[���µ�š�Œ���� �‰���Œ�š�U�� �o���� ��� �P�Œ�������š�]�}�v�� ������ �z���(�D�� �‰���Œ�� �o���� �‰�Œ�}�š� ���•���� �>�}�v�� �����š�]�À���� �o���� �š�}�Æ�]�v���� �z�}������[74]. Une 

���v���o�Ç�•�������]�}�]�v�(�}�Œ�u���š�]�‹�µ�����Œ� �À���o�����o�����‰�Œ� �•���v�������������š���o�•���u�}���µ�o���•�����[�������]���š�]�}�v�������v�•���o���•���P� �v�}�u���•��������

diverses espèces bactériennes à coloration Gram positive (S. pneumoniae, S. aureus) mais 

également à Gram négative (Mycobacterium tuberculosis, Streptomyces coelicolor et 

Agrobacterium tumefaciens) [151, 233, 299].  

 

Ainsi, le système SAL_2044/SAL_2045 codé par ICE_515_tRNALys chez S. agalactiae 

pourrait permettre le maintien post-ségrégationnel de �o�[�/���� et paraît disséminé parmi les 

streptocoques. 
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Figure 28. �Z���‰�Œ� �•���v�š���š�]�}�v���•���Z� �u���š�]�‹�µ�����������o�[� �o� �u���v�š���/�����z515_tRNALys de S. agalactiae. 

Les gènes sont représentés par des flèches dont la taille est proportionnelle à la taille des gènes. Les flèches vertes représentent les gènes composant le 

module de régulation ; celles en bleu, le module de conjugaison et celles en rouge, le module de recombinaison. �>�[�]�v�š� �P�Œ���•�������•�š���o�}�����o�]�•� ���������v�•���o�����u�}���µ�o����������

recombinaison et est le gène situé à proximité immédiate ���µ���P���v�������}�����v�š���o�[���Z�E�š���>�Ç�•�]�v�� (anticodon CTT). Les gènes représentés en bleu ciel appartiennent à 

un opéron bactériocine putatif, ceux en jaune codent des protéines pouvant être impliquées dans la réponse au stress oxydant, ceux en rose codent des 

protéines à motif LPxTG pouvant être exposées à la surface cellulaire bactérienne et ceux en orange représentent les deux gènes qui codent un système 

toxine antitoxine putatif. La flèche violette représente le gène codant le facteur CAMP II putatif. Les flèches blanches représentent des gènes dont la fonction 

est inconnue.  
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2. Réponse au stress oxydant 

 

 Des gènes codant des protéines pouvant être impliquées dans la réponse au stress 

oxydant �}�v�š�� � �š� �� ��� �š�����š� �•�� �‰���Œ�� ���v���o�Ç�•���� �]�v�(�}�Œ�u���š�]�‹�µ���� ���µ�� �•���]�v�� ���[ICE_515_tRNALys (Figure 28). 

Ainsi, une protéine de type NRAMP et une glutarédoxine pourraient être produites par 

�o�[� �o� �u���v�š���u�}���]�o���X 

 

 

2.1. Protéine de type NRAMP 

 

Une analyse de la séquence protéique codée par le gène SAL_2078 (numéro 

���[���������•�•�]�}�v GenBank: ZP_00790022) présent sur ICE_515_tRNALys indique son appartenance 

à la famille des protéines de type NRAMP. Cette famille de protéines est ubiquitaire chez les 

procaryotes mais également chez les eucaryotes. Elle permet le transport de métaux 

divalents (Fe2+ et Mn2+). 

 

SAL_2078 code une protéine de 522 aa possédant une masse prédite de 57,4 kDa et 

un pI de 8,9. SAL_2078 est présent chez les 5 souches de S. agalactiae possédant un ICE 

(515, COH1, 18RS21, 2603 V/R et FSL S3-026) mais est absent des autres souches de 

S. agalactiae séquencées possédant des éléments mobilisables (CIME ou IME) au locus de 

�o�[���Z�E�š Lysine. 

 

 SAL_2078 présente une homologie avec une protéine codée par la souche 

S. urinalis 2285-97 (STRUR1999) et avec des transporteurs ���[���µ�š�Œ���•�� ���•�‰�������•��bactériennes 

dont de très nombreuses bactéries à coloration Gram positive (S. porcinus, 

S. pseudoporcinus, E. faecalis, E. faecium, L. lactis subsp lactis, S. macedonicus et 

S. infantarius). Par ailleurs, la protéine de type NRAMP putative codée par ICE_515_tRNALys 

présente également une homologie avec les protéines NRAMP de mammifères. Des 

alignements de séquences révèlent 35 % ���[�]�����v�š�]�š� �� �‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���� ���À������ �µ�v�� protéine NRAMP 

humaine �~�v�µ�u� �Œ�}�� ���[���������•�•�]�}�v GenBank : CAA57541), 34 �9�� ���À������ �����o�o���� ���[�µ�v�� souris (numéro 

���[���������•�•�]�}�v GenBank : NP_038640) et 34 % avec celle d�[�µ�v�� ���}�À�]�v��

(numéro ���[���������•�•�]�}�v GenBank : NP_777077). 
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Les protéines NRAMP ont été largement étudiées et elles jouent un rôle clé dans 

�o�[�Z�}�u� �}�•�š���•�]���� ���µ�� �(���Œ�U�� ���µ�� �u���v�P���v���•���� ���š�� ���[���µ�š�Œ���•�� �u� �š���µ�Æ�X�� ���Z���Ì�� �o���•�� ���µ�����Œ�Ç�}�š���•�U�� ���o�o���•�� �•�}�v�š��

impliquées dans la défense contre certains pathogènes. Dans les macrophages, ces protéines 

permettent la séquestration de cations, co-facteurs essentiels de catalases et superoxydes 

dismutases des eucaryotes et procaryotes, pour les protéger contre leur propre production 

���[�}�Æ�Ç�P���v�����Œ� �����š�]�(���u���]�•��� �P���o���u���v�š���‰�}�µ�Œ���‰�Œ�]�À���Œ���o���•���������š� �Œ�]���•���‰���š�Z�}�P���v���•������ ces métaux [207]. 

Les protéines NRAMP bactériennes et eucaryotes peuvent donc entrer en compétition pour 

le même substrat au sein du microenvironnement phagosomal [127]. Par ailleurs, il a été 

�u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ���[�µn gène codant une protéine de la famille NRAMP chez des 

souches de Salmonella enterica serovar Typhimurium ���š�����[E. coli ���µ�P�u���v�š���� �o�}�Œ�•�� ���[�µ�v����

invasion de macrophages mais également que les mutants ont une capacité de survie plus 

élevée au sein des macrophages [207]. Ainsi, la protéine SAL_2078 pourrait contribuer à la 

survie de S. agalactiae et à sa virulence. 

 

 

2.2. Glutarédoxine 

 

 Le gène SAL_2059 �~�v�µ�u� �Œ�}�� ���[���������•�•�]�}�v GenBank: ZP_00789101) présent sur 

ICE_515_tRNALys code une protéine qui possède un motif CPYC de type SoxW ce qui suggère 

son appartenance à la famille des thiorédoxines et plus spécialement à la sous-famille des 

glutarédoxines. La glutarédoxine putative est composée de 153 aa, possède un poids 

moléculaire prédit de 17,6 kDa et un pI théorique de 9,6. 

 

Le gène SAL_2059 est présent sur les �/������ �]�v�š� �P�Œ� �•�� ���� �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� �� �ï�[��des souches 515, 

COH1 et FSL S3-026 de S. agalactiae. Les trois protéines sont identiques à 100 % chez ces 

souches.  

 

 Des homologues sont présents dans la classe des mammifères. En effet, SAL_2059 

présente 30 % ���[�]�����v�š�]�š� �� ���À������ �µ�v���� �P�o�µ�š���Œ� ���}�Æ�]�v���� �Z�µ�u���]�v���� �~�v�µ�u� �Œ�} ���[���������•�•�]�}�v GenBank : 

2FLS_A), 26 % avec une thiorédoxine de souris (numéro ���[���������•�•�]�}�v GenBank : NP_082615) 

et 24 % avec une thiorédoxine bovine (numéro ���[���������•�•�]�}�v GenBank: Q95108). Des 
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comparaisons de séquences mettent en évidence une homologie avec un gène présent sur 

�o�[ICE RD2 de S. pyogenes (38 �9�����[�]�����v�š�]�š� �• [371].  

  

 Ces protéines utilisent deux cystéines de leur site actif CXXC, pour réduire les 

protéines disulfurées formées durant le cycle catalytique de la ribonucléotide réductase, ce 

qui leur confère un rôle important lors de la réplic���š�]�}�v�����š���������o�����Œ� �‰���Œ���š�]�}�v���������o�[�����E��[20]. Les 

glutarédoxines sont connues pour être des régulateurs de la fonction cellulaire en cas de 

�•�š�Œ���•�•���}�Æ�Ç�����v�š�X���������‰�o�µ�•�U���]�o������� �š� ����� �u�}�v�š�Œ� ���o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v�����[�µ�v�����š�Z�]�}�Œ� ���}�Æ�]�v���������v�•���o�����À�]�Œ�µ�o���v������

de Salmonella enterica [26].  

  

 

�>�[� �š�µ������ ������ ����s deux fonctions �•�µ�•�����‰�š�]���o���•�� ���[�!�š�Œ����impliquées dans la virulence des 

streptocoques pourrait également aider à la compréhension de la réponse adaptative de 

S. agalactiae au stress oxydant, stress rencontré au sein des macrophages. 

 

 

 

3. Signalisation / compétition 

 

�>�[���v���o�Ç�•����in silico a révélé�U���•�µ�Œ���o�[�/�������������o�����•�}�µ���Z����S. agalactiae COH1, �o�����‰�Œ� �•���v���������[�µ�v��

opéron putatif permettant la �•�Ç�v�š�Z���•���� ���š�� �o�[���Æ�‰�}�Œ�š�� ���[�µ�v�� �‰���‰�š�]������ �‹�µ�]�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �‰�}�•�•� �����Œ�� �����•��

propriétés antimicrobiennes ou de signalisation (52 aa, 6,1 kDa et pI de 10,0) (Figure 28). En 

effet, une homologie a été mise en évidence ���v�š�Œ���������š���}�‰� �Œ�}�v�����š�������o�µ�]�����[�µ�v���}�‰� �Œ�}�v, nommé 

yydFGHIJ, chez Bacillus subtilis qui permet la synthèse, la maturation et �o�[���Æ�‰�}�Œ�š���š�]�}�v�� ���[�µ�v��

peptide qui pourrait avoir des propriétés antimicrobiennes et/ou de signalisation (Figure 28) 

[58].  

 

ICE_515_tRNALys porte les gènes codant le peptide et les deux sous-unités du 

transporteur mais pas ceux codant les deux protéines de modifications post-traductionnelles 

(Figure 29, gènes SAL_2079 à SAL_2081). De même, les ICE des souches 2603 V/R et 18RS21 

possèdent uniquement ces trois gènes. �>�[�}�‰� �Œ�}�v�� ���•�š�� ���}�u�‰�o���š�� �µ�v�]�‹�µ���u���v�š�� ���Z���Ì�� �o���� �•�}�µ���Z����

S. agalactiae COH1 (Figure 29, gènes SAN_2145 à SAN_2149). De manière intéressante, les 
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gènes de cet opéron sur ICE_COH1_tRNALys ne ne sont pas ordonnés comme ceux de 

�o�[�}�‰� �Œ�}�v��������B. subtilis. Pour ces raisons, les expériences de caractérisation fonctionnelle du 

peptide ont été effectuées à partir de la souche COH1 de S. agalactiae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29�X���Z���‰�Œ� �•���v�š���š�]�}�v���������o�[�}�‰� �Œ�}�v yyFGHIJ de B. subtilis ���š���‰�}�µ�Œ�����v�š���P���•�����[�]�����v�š�]�š� ��������

séquence ���À�������o�[�}�‰� �Œ�}�v���‰�Œ� �•���v�š chez S. agalactiae (tiré de [58]). 

�>���•�� �‰�}�µ�Œ�����v�š���P���•�� ���[�]�����v�š�]�š�  de séquences ont été déterminés par BLASTP et sont indiqués en 

pourcentage ���v�š�Œ���� �o�[�}�‰� �Œ�}�v�� ������B. subtilis et ICE_COH1_tRNALys mais également entre les éléments 

intégratifs conjugatifs ICE_COH1_tRNALys et ICE_515_tRNALys. 

 

 

Une recherche par BLASTP a permis de mettre en évidence la présence de gènes 

identiques aux gènes SAN_2145 à SAN_2149 chez la souche 2285-97 S. urinalis (gènes 

STRUR_2000 à STRUR_2004). Des homologues du peptide ���Æ�]�•�š���v�š�� ���µ�•�•�]�� ���Z���Ì�� ���[���µ�š�Œ���•��

espèces bactériennes dont Staphylococcus epidermidis (46 �9�� ���[�]�����v�š�]�š� �•�U��

S. pseudintermedius (48 %), E. faecalis (39 %), Campylobacter jejuni (41 %) et C. coli (41 %). 

 

Une analyse de la séquence du produit du gène homologue à yydF chez la souche 

S. agalactiae COH1 prédit que le peptide est composé de 14 résidus hydrophobes (sur 52 

acides aminés au total). Le logiciel de prédiction des peptides antimicrobiens APD2 

(http://aps.unmc.edu/AP/main.php) prédit que le peptide SAN_2147 serait capable de 

former des hélices alpha intramembranaires, ���[�]�v�š���Œ���P�]�Œ�����À�����������•���u���u���Œ���v���• ���š���‹�µ�[�]�o���Ç�������µ�v����

probabilité que celui-ci soit un peptide antimicrobien [423]. Chez B. subtilis, le gène yydF 



RESULTATS 

140 
 

code le précurseur putatif du peptide antimicrobien et/ou de signalisation qui serait exporté. 

Une oxydoréductase à radical SAM, codée par le gène yydG, et une protéase 

intramembranaire de la famille S2P, codée par le gène yydH, seraient impliquées dans les 

modifications post-traductionnelles du peptide aboutissant à son activation. Les protéines 

codées par les gènes yydI et yydJ formeraient les deux sous-�µ�v�]�š� �•�����[�µ�v���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���µ�Œ���������š�Ç�‰����

ABC qui pourrait à la fois assurer une fonction de transporteur du peptide et de protéine 

���[�]�u�u�µ�v�]�š� ���‰�}�µ�Œ���o�����������š� �Œ�]�����‰�Œ�}���µ���š�Œ�]���� [58].  

  

�>�[���v�•���u���o���� ������ ��es données laisse �•�µ�‰�‰�}�•���Œ�� �‹�µ���� �o�[�}�‰� �Œ�}�v�� �‰�Œ� �•���v�š�� ���Z���Ì�� �o���� �•�}�µ���Z����

COH1 de S. agalactiae �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���‰���Œ�u���š�š�Œ�����o�����‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�����[�µ�v���‰���‰�š�]�������u���š�µ�Œ�����‰�}�•�•� �����v�š�������•��

propriétés antimicrobiennes ou de signalisation.  

 

 

 

4. Protéines de surface codées par ICE_515_tRNALys 

 

4.1. Identification des protéines de surface in silico 

 

�>�[���v���o�Ç�•����in silico ���[�/�����z515_tRNALys a dévoilé la présence de deux gènes, SAL_2056 

et SAL_2057, qui sont adjacents et codent deux protéines possédant un motif LPxTG, motif 

conservé des protéines de surface (Figure 28). Ce motif est généralement reconnu par une 

sortase, souvent la sortase de classe A chez S. agalactiae, �‹�µ�]�� �‰���Œ�u���š�� �o�[incorporation de la 

protéine dans le peptidoglycane chez les bactéries à coloration Gram positive [259]. Une 

séquence signal de type YSIRK en région N-terminale �‰���Œ�u���š���o�[���Æ�‰�}�Œ�š���]�v�]�š�]���o�����µ���‰�Œ� ���µ�Œ�•���µ�Œ��������

la protéine de surface vers le système de sécrétion Sec [259]. La protéine codée par 

SAL_2056 possède ce signal tandis que celle codée par SAL_2057 en est dépourvue. 

SAL_2056 code une protéine de 863 aa et SAL_2057 code une protéine de 753 aa dont les 

poids moléculaires prédits sont respectivement de 94,2 et 81,7 kDa et les pI théoriques 

basiques de 9,0 et 9,4 (Tableau 8). 

 

 Par ailleurs, un autre gène codant une protéine plus petite qui possède un motif 

LPxTG a � �P���o���u���v�š��� �š� ���u�]�•�����v��� �À�]�����v�������o�}�Œ�•���������o�[���valyse informatique (Figure 28). SAL_2036 
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code une protéine de 259  acides aminés. La protéine SAL_2036 a un pI acide (4,5) et une 

masse de 26,4 kDa (Tableau 8). 

 

 

 

4.2. Prévalence et fonctions de ces protéines chez les streptocoques 

 

Le gène SAL_2057 est également présent chez les souches COH1 et FSL S3-026 de 

S. agalactiae mais pas chez les autres souches séquencées. Les gènes SAL_2056 et SAL_2036 

sont présents chez deux souches supplémentaires : les souches 18RS21 et 2603 V/R de 

S. agalactiae. ���µ���µ�v�� �����•�� �P���v���•�� �v�[���•�š présent chez les souches possédant des éléments 

�u�}���]�o�]�•�����o���•���š���o�•���‹�µ�[un IME (A909) ou un CIME (souches H36B et NEM316).  

 

Trois gènes (STRUR_1980, STRUR_1981 et STRUR_1960) présents chez la souche 

S. urinalis 2285-97, possèdent respectivement 63 %, 97 % et 91 % ���[�]�����v�š�]�š� ��de séquences 

avec les gènes SAL_2056, SAL_2057 et SAL_2036. Les gènes STRUR_1980, STRUR_1981 et 

STRUR_1960 codent des protéines de respectivement 868, 753 et 275 acides aminés, dont 

les poids moléculaires sont de 94,5, 81,7 et 28 kDa et les pI de 8,39, 9,38 et 4,31. De manière 

similaire ���µ�Æ�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�/�����z515_tRNALys, STRUR_1980 possède un motif LPxTG et une 

séquence de type YSIRK tandis que les deux autres protéines chez S. urinalis possèdent 

uniquement le motif LPxTG. Toutes ces données indiquent que les protéines présentes chez 

S. urinalis sont des protéines très proches de �����o�o���•�����[�/�����z515_tRNALys. 

 

�W���Œ�� ���]�o�o���µ�Œ�•�U�� �o�[analyse informatique révèle �ò�ô�9�� ���š�� �î�õ�9�� ���[�]�����v�š�]�š� �� �‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���� ���v�š�Œ���� �o����

protéine codée par le gène SAL_2056 et les protéines codées par les gènes spy1325 porté 

par ICE RD2 de S. pyogenes MGAS6180 [152, 448] et prgB codé par le plasmide pCF10 

���[Enterococcus faecalis V583 (Tableau 8) [430]. Le gène spy1325 a une taille de 1352 pb et 

code un antigène de type I/II ayant un poids de 148,4 kDa et un pI acide (5,4) tandis que 

prgB a une taille de 1305 pb et code une substance ���[���P�Œ� �P���š�]�}�v���������í�ð2,4 kDa et ayant un pI 

acide (5,9) (Tableau 8).  
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La protéine Spy1325, également nommée AspA, est impliquée dans la formation de 

biofilm de S. pyogenes et �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �Z�µ�u���]�v���•. �>�[�]�v�i�����š�]�}�v�� ������ �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v����

Spy1325 à des souris leur confère une immunité [448]. Le gène prgB code une substance 

���[���P�Œ� �P���š�]�}�v��qui permet le contact des bactéries et est impliquée dans le mécanisme de 

conjugaison du plasmide pCF10. Le produit du gène prgB est également un facteur de 

�À�]�Œ�µ�o���v������ �‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o�� ���•�š�� �]�u�‰�o�]�‹�µ� �� �����v�•�� �o�[�����Z� sion ���š�� �o�[�]�v�š���Œ�v���o�]�•���š�]�}�v�����[E. faecalis dans des 

phagocytes, des cellules rénales et épithéliales [430].  

 

 

Tableau 8. Carac�š� �Œ�]�•�š�]�‹�µ���•�����[�Z�}�u�}�o�}�P�µ���•�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���������•�µ�Œ�(�����������}��� ���•���‰���Œ��

ICE_515_tRNALys. 

Comparaison des protéines de surface codées par des éléments génétiques mobiles par rapport aux 

protéines SAL_2056, SAL_2057 et SAL_2036 codées par ICE_515_tRNALys.  

 

 

Des homologues de SAL_2057 (identité supérieure à 30 %) sont trouvés chez de 

�v�}�u���Œ���µ�•���•�����•�‰�������•�����[���µ�š�Œ���•���•�š�Œ���‰�š�}���}�‹�µ���•�����}�v�š��S. pyogenes, S. equi subsp. zooepidemicus, 

S. ictaluri et S. gallolyticus. De plus, l�[���v���o�Ç�•�� informatique révèle 42 �9�� ���[�]�����v�š�]�š� ��protéique 

entre SAL_2057 et le produit du gène spy1326 codé par ICE RD2 présent chez la souche 

S. pyogenes MGAS6180 (Tableau 8). De façon analogue aux gènes SAL_2056 et SAL_2057, les 
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gènes spy1325 et spy1326 sont adjacents et portés par ICE RD2 [371]. Chez les ICE TnGBS1 et 

TnGBS2 de S. agalactiae NEM316, des homologues de SAL_2056 (respectivement GBS0393 

et GBS1143) et SAL_2057 (respectivement GBS0391 et GBS1145) sont également présents 

mais un gène conservé de fonction inconnue les sépare (Tableau 8). Ce troisième gène 

(GBS0392 sur TnGBS1 et GBS1144 sur TnGBS2) code une protéine possédant un motif LPxTG 

qui présente une homologie (environ 30 �9�� ���[�]�����v�š�]�š� ) avec la protéine SAL_2036 

���[�/�����z515_tRNALys (Tableau 8). 

 

 ���[���µ�š�Œ���� �‰���Œ�š�U�� �^���>�z�î�ì�ï�ò�� �‰�}�•�•�������� � �P���o���u���v�š��des homologues chez de nombreux 

streptocoques, entérocoques et staphylocoques. De manière intéressante, la protéine 

Spy1306 est homologue au produit du gène SAL_2036 (39 �9�����[�]�����v�š�]�š� ���‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���•�����š�����}��� ����

par ICE RD2 de la souche S. pyogenes M6180 également (Tableau 8). Enfin, le produit du 

gène SAL_2036 et la protéine PrgC codée par le plasmide pCF10 ���[E. faecalis présentent 

31 �9�� ���[�]�����v�š�]�š� ��protéique (Tableau 8). Des travaux ont suggéré que PrgC pouvait être 

impliqué dans la mécanistique de transfert de pCF10 au niveau du pore de conjugaison mais 

sa fonction exacte reste encore inconnue [110, 292]. 

 

�>�[���v�•���u���o���� ������ �����•�� ���}�v�v� ���•�� �]�v���]�‹�µ�� que des protéines similaires à SAL_2056, 

SAL_2057 et SAL_2036 sont répandues parmi les streptocoques pathogènes. Ces 

homologues sont fréquemment retrouvés sur des éléments génétiques mobiles ce qui 

suggère que les protéines pourraient�U�� ���v�� �‰�o�µ�•�� ���[�!�š�Œ���� �]�u�‰�o�]�‹�µ� ���•�� �����v�•�� �o�[� �š���‰���� ���[�����Z� �•�]�}�v�� ����

�o�[�Z�€�š���U jouer un rôle dans le transfert conjugatif �������o�[�/����. 

 

 

 

4.3. Domaines fonctionnels des protéines de surface codées par 

ICE_515_tRNALys. 

 

SAL_2056 possède, en plus des domaines permettant sa sécrétion et son ancrage au 

sein de la paroi bactérienne, une région variable et une région C-terminale riche en proline 

(Figure 30). SAL_2056 possède également, de manière similaire à des régions de TolA, une 

région très riche en alanine et en lysine. TolA appartient au système protéique Tol-Pal qui est 
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composé de 5 protéines (TolA, TolB, TolQ, TolR et Pal) [237]. Chez les bactéries à coloration 

Gram négative, ce système est décrit comme étant impliqué �����v�•�� �o���� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�� ���[�����E�U�� �o����

maintien d���� �o�[�]�v�š� �P�Œ�]�š� �� �����o�o�µ�o���]�Œ���U�� �o���� �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� ���[� �v���Œ�P�]���� ���� �š�Œ���À���Œ�•�� �o���� �u���u���Œ���v����

���Ç�š�}�‰�o���•�u�]�‹�µ���U�� �o���� �(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� ���}�u�‰�o���Æ���� ���µ�Æ�� �•�]�š���•�� ������ ���}�v�•�š�Œ�]���š�]�}�v�� ���(�]�v�� ������ �‰�Œ�}�u�}�µ�À�}�]�Œ��

�o�[� �š���‰���� � �v���Œ�P� �š�]�‹�µ���� ������ �o���� ���]�À�]�•�]�}�v�� �����o�o�µ�o���]�Œ���U�� �o�[�]�v�š��raction protéine-protéine et la 

pathogénicité des souches [64, 93, 95, 108, 128, 143, 237, 444]. En particulier, TolA est 

�v� �����•�•���]�Œ���� ���� �o���� �š�Œ���v�•�o�}�����š�]�}�v�� ���[�����E�� �����•�� �������š� �Œ�]�}�‰�Z���P���•�� �(�]�o���u���v�š���µ�Æ�� �����v�•�� �o���� ���Ç�š�}�‰�o���•�u����

bactérien [204, 431]. De manière intéressante, la délétion du gène tolA chez une souche de 

Salmonella enterica serovar Typhimurium entraîne une diminution de sa survie dans de la 

bile bovine ou du sérum humain [304]. Par ailleurs, le mutant est atténué dans un modèle 

���[�]�v�(�����š�]�}�v�•���������•�}�µ�Œ�]�•��[304].  

 

De plus, SAL_2056 possède un domaine C-�š���Œ�u�]�v���o���•�]�u�]�o���]�Œ�������������o�µ�]���������o�[���v�š�]�P���v����������

type I/II SspB de S. gordonii qui pourrait inclure un pont isopeptide entre un résidu lysine et 

un résidu asparagine [129]. Ce type de liaison pourrait permettre la stabilité de la protéine 

de surface ���š���o�[�����Z� �•�]�}�v��������ifférents types de substrats.  

 

Deux séquences répétées parfaites de 24 acides aminés 

NKDAQAKADATNAQLQKDYQAKLA et une séquence répétée imparfaite de 12 acides aminés 

AKAQANTQAIKD sont localisées dans la région riche en alanine et en lysine (Figure 30). Des 

études ont montré que les séquences répétées, �u���]�•��� �P���o���u���v�š���o�[���o�š���Œ�v���v�����������•�����Z���Œ�P���•�����µ��

sein de ces répétitions, �‰�}�µ�À���]���v�š�� �‰���Œ�u���š�š�Œ���� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ������ �•�µ�Œ�(�������� ���� �����•��

���}�u�‰�}�•���v�š�•�� ������ �o�[�Z�€�š���� ���š�� �v�}�š���u�u���v�š�� ���� �o���� �(�]���Œ�}�v�����š�]�v����[84, 392]. Les répétitions de la 

�‰�Œ�}�š� �]�v�����^���>�z�î�ì�ñ�ò���‰�}�µ�Œ�Œ���]���v�š�����o�}�Œ�•�����}�v�š�Œ�]���µ���Œ�������o�[�����Z� �•�]�}�v�����������•�����}�u�‰�}�•���v�š�•���������o�[�Z�€�š���X 

 

Par ailleurs, la protéine SAL_2056 possède un motif conservé LDV incluant les résidus 

610 à 612 (Leucine, Acide aspartique et Valine). Le motif LDV permet la liaison des protéines 

�o���� �‰�}�•�•� �����v�š�� ���µ�Æ�� �]�v�š� �P�Œ�]�v���•�� �r4�t1 ���š�� �r4�t7 [255, 448]. Les intégrines sont des récepteurs 

protéiques transmembranaires eucaryotes qui interagissent avec des constituants du milieu 

extracellulaire, telle la matrice extracellulaire. L���•�� �]�v�š� �P�Œ�]�v���•�� �r4�t1 interagissent avec les 

cellules �v�}�š���u�u���v�š�� �‰���Œ�� �o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œe du motif LDV de la fibronectine [212]. Les motifs 

���[�����Z� �•�]�}�v�����µ�Æ���]�v�š� �P�Œ�]�v���•�U�����}�u�u�����o�����u�}�š�]�(���>���s�U���‰���Œ�u���š�����µ�Æ�����P���v�š�•���‰���š�Z�}�P���v���•�����[�����Z� �Œ���Œ�����š��
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���[���v�À���Z�]�Œ�� �o���•�� �����o�o�µ�o���•�� ������ �o�[�Z�€�š����[62, 63]. Ce motif chez la protéine SAL_2056 pourrait donc 

permettre �o�[�����Z� �•�]�}�v�����µx cellules eucaryotes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30. Séquence de la protéine SAL_2056 et schématisation des domaines 

fonctionnels importants. 

La protéine SAL_2056 est composée de plusieurs régions. Une première région N-terminale (en vert) 

correspond au peptide signal qui permet de diriger la protéine vers le système de sécrétion. Une 

région, en rouge, est riche en résidus alanine et lysine et contient deux séquences répétées de 24 

acides aminés et une troisième répétition imparfaite de 12 acides aminés (en gras et souligné). Une 

région riche en résidus proline est représentée en violet. Dans la partie C-terminale de la protéine, un 

motif LPxTG est représenté en orange.  

��

��
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�>�[���v���o�Ç�•����structurale de la protéine SAL_2056 suggère que celle-ci appartient à la 

famille des antigènes I/II e�š���‹�µ�[���o�o�����‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���!�š�Œ�����]�u�‰�o�]�‹�µ� ���������v�•���o�����À�]�Œ�µ�o���v�����������•���•�}�µ���Z���•��en 

participant à �o�[�����Z� �•�]�}�v�����µ�Æ�����}�u�‰�}�•���v�š�•���������o�[�Z�€�š���X 

 

La protéine codée par le gène SAL_2057 possède un domaine peptidase C39A 

(CDsearch, Conserved Domains search)�X�� �>�[�����š�]�À�]�š�  catalytique du domaine peptidase serait 

reliée à trois résidus conservés. La protéine SAL_2057 possède ces résidus conservés : une 

cystéine (résidu 285), une histidine (résidu 378) et un acide aspartique (résidu 394) 

(Figure 31). Ce domaine peut être impliqué dans la transformation et le transport de 

bactériocines et de phéromones (incluant les peptides de compétence) et pourrait 

également �!�š�Œ���� �]�u�‰�o�]�‹�µ� ���� �����v�•�� �o���� �‰�Z� �v�}�u���v���� ���[���Æ���o�µ�•�]�}�v��de surface qui module �o�[���v�š�Œ� ����

���[�����E���‰���Œ�����}�v�i�µ�P���]�•�}�v��[282].  

 

 

 

Figure 31. Domaines conservés de la protéine SAL_2057. 

Les domaines conservés de la protéine SAL_2057 ont été analysés via le programme Conserved 

Domain search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml). Les flèches rouges indiquent 

les résidus conservés du domaine peptidase C39A. 
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5. Propriétés hémolytiques 

 

 L�[���v���o�Ç�•���� �]�v�(�}�Œ�u���š�]�‹�µ���� �����•�� �P���v���•�� �‰�}�µ�À���v�š�� ���}�v�(� �Œ���Œ��un avantage sélectif à 

S. agalactiae a révélé la présence ���[un gène, SAL_2074, qui code un nouveau facteur CAMP 

putatif, nommé facteur CAMP II (Figure 28). Le facteur CAMP II est une protéine de 252 aa, 

de 27,7 kDa et a un pI de 7,8. Le facteur CAMP II est également présent sur les ICE intégrés à 

�o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���P���v�������}�����v�š���o�[���Z�E�š���>�Ç�•�]�v����des souches COH1 et FSL S3-026 de S. agalactiae.  

 

 Le facteur CAMP génomique ubiquiste, initialement décrit chez S. agalactiae, est 

codé par le gène SAL_2095 chez la souche 515 (numéro d'accession GenBank : 

ZP_00790029) et GBS2000 chez la souche NEM316 (numéro d'accession GenBank : 

NP_736433). Le facteur CAMP est codé par les souches séquencées 2603 V/R (SAG2043), 

A909 (SAK_1983), H36B (SAI_2082), FSL S3-026 (FSLSAGS3026_11665), CJB111 (SAM_1952), 

COH1 (SAN_2173) et 18RS21 (SAJ_1945). �>�[���v�•���u���o���� ������ �����•�� �P���v���•��codent des protéines 

quasiment identiques �~�E�� ���� �õ�õ�9�� ���[�]�����v�š�]�š� �� �‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���•. Ce premier facteur CAMP décrit chez 

S. agalactiae est composé de 255 aa, a une masse prédite de 28,3 kDa et un pI théorique de 

7,9. Une analyse protéique par BLASTP �Œ� �À���o���� �ó�ï�9�� ���[�]�����v�š�]�š� �� ���v�š�Œ���� �o���•�� �(�����š���µ�Œ�•�� �����D�W��

génomiques et le facteur CAMP II codé par ICE_515_tRNALys et ICE_COHI_tRNALys. Le facteur 

CAMP génomique et le facteur CAMP II sont donc des protéines apparentées. 

 

���[���µ�š�Œ�����‰���Œ�š�U���o�����P���v�����^�d�Z�h�Z�z1995 de la souche 2285-97 de S. urinalis code également 

une protéine identique au facteur CAMP II et présentant 72 % ���[�]�����v�š�]�š� ��avec le facteur 

CAMP génomique ���]���v�� �‹�µ�[�]�o�� ���]�š�� � �š� �� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ����cette souche ne présente pas de réaction 

CAMP positive [79]. De plus, le facteur Uberis (numéro d'accession GenBank : AAA78910.1) 

présente respectivement �ò�ï�9�����š���ñ�õ�9�����[�]�����v�š�]�š� ���‰�Œ�}�š� �]�‹�µ�����‰���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š�����µ�Æ���P���v���•���^���>�z2095 

(facteur CAMP) et SAL_2074 (facteur CAMP II) (figure 32). Le facteur CAMP de S. pyogenes 

présente respectivement 58 % et 60 �9�����[�]�����v�š�]�š� �����š���o����facteur CAMP fonctionnel de P. acnes 

33 % et 34 % ���[�]�����v�š�]�š� ��avec le facteur CAMP II et le facteur CAMP génomique de 

S. agalactiae (Figure 32). 
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Figure 32. Comparaison des facteurs de streptocoques avec le facteur CAMP II de 

S. agalactiae. 

A. Alignement multiple de séquences (Sag, S. agalactiae ; S. urinalis ; S. canis ; S. pyogenes ; 

S. porcinus ; S. pseudo porcinus et S. uberis) ; B. Arbre phylogénétique révélant les relations 

évolutives entre les alignements de séquences.  

Les alignements de séquences et la cons�š�Œ�µ���š�]�}�v���������o�[���Œ���Œ�����‰�Z�Ç�o�}�P�v� �š�]�‹�µ�����}�v�š��� �š� ���Œ� ���o�]�•� �•�������o�[���]���������µ��

module AlignX de Vector NTI advance 11 (In Vitrogen). Les résidus conservés apparaissent en gris clair 

et les acides aminés identiques chez toutes les espèces apparaissent en gris foncé. La position des 

résidus des séquences est indiquée au dessus des séquences. Le facteur CAMP de P. acnes est le plus 

� �o�}�]�P�v� �� ���š�� �v�[���‰�‰���Œ���]�š�� ���}�v���� �‰���•�� �•�µ�Œ�� �o�[���o�]�P�v���u���v�š�X�� �>�[���Œ���Œ���� �‰�Z�Ç�o�}�Pénétique a été construit selon la 

méthode du plus proche voisin. Chaque branche de �o�[���Œ���Œ���������µ�v�����o�}�v�P�µ���µ�Œ��� �‹�µ�]�À���o���v�š�������µ nombre de 

�•�µ���•�š�]�š�µ�š�]�}�v�•���v� �����•�•���]�Œ���•���‰�}�µ�Œ���‰���•�•���Œ�����[�µ�v���v�ˆ�µ�������µ���•�µ�]�À���v�š�X 
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II.  A�•�ƒ�Ž�›�•�‡���†�‡���Ž�ï�‡�š�’�”�‡�•�•�‹�‘�•���†�‡�•���‰�°�•�‡�•���†�ï�‹�•�–�±�”�²�– 

 

1. Analyse des régions promotrices 

 

Afin de détecter les régions promotrices présen�š���•�� �•�µ�Œ�� �o�[�/�����U�� �o���•�� �•� �‹�µ���v�����•��

correspondant à la boite -35 (TTGACA) et à la boite -10 (ou boite de Pribnow, TATAAT) [421], 

qui �•�}�v�š�� �•� �‰���Œ� ���•�� ���[���v�À�]�Œ�}�v�� �í�ó pb et permettent �o���� �Œ�����}�v�v���]�•�•���v������ �‰���Œ�� �o�[���Z�E�� �‰�}�o�Ç�u� �Œ���•��, 

ont été recherchées. Les séquences Shine-Dalgarno (ou site de fixation du ribosome ou RBS 

pour ribosome binding site), �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[�]�v�]�š�]���š�]�}�v�� ������ �o���� �š�Œ�����µ���š�]�}�v�� �‰�Œ�}�š� �]�‹�µ��, ont 

également été recherchées. Le motif Shine-Dalgarno complet chez les procaryotes est long 

�������ï�������õ���v�µ���o� �}�š�]�����•�����š�����•�š���•�]�š�µ� ���������ò�������í�î���v�µ���o� �}�š�]�����•�����v�����u�}�v�š�����µ�����}���}�v�����[�]�vitiation ATG. 

La séquence complète est AAAGGAGG. Elle est, le plus souvent, retrouvée sous forme 

partielle.  

 

Plusieurs promoteurs putatifs présents sur ICE_515_tRNALys et permettant de 

contrôler �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� �����•�� �P���v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���Z���Ì�� �o���� �•�}�µ���Z���� �ñ�í�ñ ont été mis en évidence par 

une recherche bioinformatique (Figure 33).  

 

A�µ���µ�v�� �‰�Œ�}�u�}�š���µ�Œ�� �v�[���� � �š� �� ��� �š�����š� �� ���v�� ���u�}�v�š�� ������ �o�[�}�‰� �Œ�}�v��« bactériocine » incomplet 

chez la souche S. agalactiae 515�X�� �E� ���v�u�}�]�v�•�U�� �o�[�}�‰� �Œ�}�v�� ���}�u�‰�o���š�� �‰�Œ� �•���v�š�� ���Z���Ì�� �o���� �•�}�µ���Z����

S. agalactiae COH1 possède un promoteur putatif en amont du gène SAN_2149 composé 

���[�µ�v���� ���}�]�š����-35 (TTGAAA) séparée de 17 �‰���� ���[�µ�v���� ���}�]�š����-10 (TATAAT). Chez cette souche, 

�š�}�µ�•�� �o���•�� �P���v���•�� ������ �o�[�}�‰� �Œ�}�v�� �~�^���E�z�î�í�ð�ñ�� ���� �^���E�z�î�í�ð�õ�•�� �‰�}�•�•������nt un site de fixation 

ribosomique. 

 

Chez la souche S. agalactiae 515, un premier promoteur putatif imparfait (P1) 

permettrait la transcription du gène SAL_2078 codant la protéine de type NRAMP 

(Figure 33). En effet, sur cette région se trouve une séquence TTGTAC qui pourrait 

correspondre à la boite �t 35 et une séquence TAATAT situé 16 pb en aval de la boite - 35, 

représentant une boite de Pribnow putative. Une séquence Shine-Dalgarno (GGAAAGG) est 

localisée 10 �v�µ���o� �}�š�]�����•�����v�����u�}�v�š�����µ�����}���}�v�����[�]�v�]�š�]���š�]�}�v���������o�����š�Œ�����µ���š�]�}�v. 
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Figure 33. Promoteurs putatifs �����•���P���v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š���•�]�š�µ� �•���•�µ�Œ���/�����z515_tRNALys. 

�>���•�� �‰�Œ�}�u�}�š���µ�Œ�•�� ���[�/�����z515_tRNALys sont représentés par des flèches noires sur le schéma. Les boites -35 et -10 des promoteurs P1 à P4 ���[�/�����z515_tRNALys 

apparaissent en rouge sur la figure, �o���•���•�]�š���•���������(�]�Æ���š�]�}�v���Œ�]���}�•�}�u�]�‹�µ���•�����v���À�]�}�o���š�����š���o���•�����}���}�v�•�����[�]�v�]�š�]�š���š�]�}�v�����v���À���Œ�š�X 
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�>�[���v���o�Ç�•���� ������ �o���� �Œ� �P�]�}�v�� ���v�� ���u�}�v�š�� ���µ�� �P���v���� �^���>�z�î�ì�ó�ð�� �~�(�����š���µ�Œ�� �����D�W�� �/�/�•�� �]�v���]�‹�µ���� �o����

�‰�Œ� �•���v���������[�µ�v�������}�]�š�����������W�Œ�]���v�}�Á���]�u�‰���Œ�(���]�š�����~�d���d�����d�•���o�}�����o�]�•� ����17 �‰�������v�����À���o�����[�µ�v�������}�]�š���� �t

 35 (TTGACA) (Figure 33, promoteur P2). Un site de fixation ribosomique (AGGAGG) est situé 

8 p���� ���v�� ���u�}�v�š�� ���µ�� ���}���}�v�� ���[�]�v�]�š�]���š�]�}�v�� ������ �^���>�z�î�ì�ó�ð�X�� �����š�š���� �Œ� �P�]�}�v�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �‰���Œ�u���š�š�Œ���� �o����

transcription et la traduction du gène SAL_2074. 

 

Un promoteur putatif P3 serait également présent en amont du gène SAL_2061 

(séquences TTGAAA et TAATA) (Figure 33). Ce promoteur pourrait permettre de co-réguler 

�o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ���� plusieurs gènes dont SAL_2059, SAL_2057 et SAL_2056, gènes codant la 

glutarédoxine putative et les deux protéines de surface. En effet, aucune région �t 35 et �t 10 

�v�[���� �‰�µ�� �!�š�Œ���� ��� �š�����š� �� à proximité �����•�� ���}���}�v�•�� ���[�]�v�]�š�]���š�]�}�v�� ������ �����•�� �š�Œ�}�]�•�� �P���v���•. Des séquences 

Shine-Dalgarno ont été détectées sur les régions en amont des trois �P���v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š : des 

séquences GGAAG situées 11 �‰�������v�����u�}�v�š���������o�[���d�'�������•���P���v���•���^���>�z�î�ì�ñ�õ�����š���^���>�z�î�ì�ñ�ó�����š��un 

motif AGAAAGGAA localisé 8 �‰�������v�����u�}�v�š�����µ�����}���}�v�����[�]�v�]�š�]���š�]�}�v�����µ���P���v�����^���>�z�î�ì�ñ�ò�X 

 

Un promoteur P4, localisé en amont du gène SAL_2045, pourrait réguler �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v��

des gènes codant la toxine et �o�[���v�š�]�š�}�Æ�]�v�������]�v�•�]���‹�µ����des gènes du module de conjugaison de 

�o�[�/���� (Figure 33). En effet, des boites �t 35 et �t 10 ont été identifiées (TTGTACA et TATAAT) et 

des sites de fixation ribosomiques sont localisés respectivement 6 et 8 nucléotides en amont 

�����•�����}���}�v�•�����[�]�v�]�š�]���š�]�}�v�������•���P���v���•���^���>�z�î�ì�ð�ð���~���'�'�•�����š���^���>�z�î�ì�ð�ñ���~�'���'�'�•�X 

 

 

2. Analyse de la fonctionnalité des promoteurs 

 
Afin de vérifier la fonctionnalité des promot���µ�Œ�•�� ��� �š�����š� �•�U�� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� �����•�� �P���v���•��

���[�]�v�š� �Œ�!�š�����[�/�����z515_tRNALys et ���[�/�����zCOH1_tRNALys a été analysée in vitro. �>�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�������•��

gènes a été analysée par RT-PCR en phase exponentielle de croissance et en phase 

stationnaire. �d�}�µ�•�� �o���•�� �P���v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���[ICE_515_tRNALys sont exprimés en phase 

exponentielle de croissance (Figure 34, pistes 1). Les gènes SAN_2147 (peptide), SAL_2074 

(facteur CAMP II) et SAL_2044 (toxine) sont également exprimés en phase stationnaire 

(Figure 34, A, C et E, pistes 2). Dans les conditions expérimentales utilisées, aucun transcrit 
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du gène SAL_2059 (glutarédoxine) �v�[���� �‰�µ�� �!�š�Œ���� ��� �š�����š�  en phase stationnaire (Figure 34, B, 

piste 2). En utilisant trois réplicats biologiques, un transcrit �v�[���� � �š� �� �}���š���v�µ�� ���v�� �‰�Z���•����

stationnaire de croissance que pour un seul des trois réplicats biologiques pour SAL_2078 

(protéine de la famille NRAMP) (Figure 34, D, pistes 2). Le même résultat a été obtenu lors 

de deux autres expériences indépendantes.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34. ���v���o�Ç�•�����������o�[��xpression des gènes ���[�]�v�š� �Œ�!�š�����[ICE_515_tRNALys par RT-PCR. 

Des RT-PCR ont été réalisées à partir des ARN extraits des cultures de souchess de S. agalactiae COH1 

(A) et 515 (B, C, D et E). Les gènes analysés sont : (A), SAN_2147 ; (B), SAL_2059 ; (C), SAL_2074 ; 

(D), SAL_2078 et (E), SAL_2044. Les expériences ont été réalisées en triplicat. Pour les expressions 

pour lesquelles tous les réplicats sont concordants (A à C), seul le résultat de �o�[�µ�v���� �����•�� �š�Œ�}�]�•��

expériences est présentée. Piste 1 : Phase exponentielle de croissance, Piste 2 : Phase stationnaire. 

 

 

 Même si les résultats de RT-PCR ne ���}�v�•�š�]�š�µ���v�š�� �‹�µ�[�µ�v���� ���v���o�Ç�•���� �•���u�]-quantitative, il 

est à noter que, pour chacune des expériences indépendantes, une même intensité des 

bandes a été obtenue pour chacun des réplicats des gènes (sauf SAL_2078). L�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����µ��

gène SAL_2044 paraî�š�� �‰�o�µ�•�� �u�}�����•�š���� ���v�� �‰�Z���•���� �•�š���š�]�}�v�v���]�Œ���� �‹�µ�[���v�� �‰�Z���•���� ���Æ�‰�}�v���v�š�]���o�o���� ������

���Œ�}�]�•�•���v�����X�� ������ �(�����}�v�� �]�v�À���Œ�•���U�� �o�[��xpression du gène SAN_2147 paraît plus élevée en phase 

�•�š���š�]�}�v�v���]�Œ�����‹�µ�[���v���‰�Z���•�������Æ�‰�}�v���v�š�]���o�o�������������Œ�}�]�•�•���v�����X��Par conséquent, il pourrait exister une 

corrélation entre la phase stationnaire de croissance et la quantité de transcrits de certains 

�P���v���•�����}��� �•���‰���Œ���o�[�/����.  
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III.  Fonctions �‹�•�’�Ž�‹�“�—�±�‡�•���†�ƒ�•�•���Ž�ï�ƒ�†�ƒ�’�–�ƒ�–�‹�‘�•���†�‡�•���•�‘�—�…�Š�‡�• 

 

1. Adaptation face à un stress oxydant 

 

 Les gènes SAL_2078 et SAL_2059, ���}��� �•�� �‰���Œ�� �o�[�/������ ���š�� �•�[���Æ�‰�Œ�]�u���v�š�� ���v�� ���}�v���]�š�]�}�v�•��

standards de culture, pourraient être impliqués dans la réponse à un stress oxydant. Afin de 

vérifier cette hypothèse, des tests de stress oxydant ont été réalisés. Plusieurs essais de 

constructions des deux mutants interrompus dans ces gènes ont été infructueux. Les 

vecteurs contenant les ���}�v�•�š�Œ�µ���š�]�}�v�•���‰���Œ�u���š�š���v�š�����[�]�v�š���Œ�Œ�}�u�‰�Œ�����o���•���P���v���•���}�v�š��� �š� ��obtenus et 

électroporées avec succès chez S. agalactiae. Cependant, malgré plusieurs tentatives, la 

sélection du deuxième évènement de recombinaison, permettant le remplacement du gène 

���š�� �o�[� �o�]�u�]�v���š�]�}�v�� ���µ�� �‰�o���•�u�]�����U�� �v�[���� �‰���•�� �‰�µ�� �����}�µ�š�]�Œ�X�� �������]�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ�� �‰���Œ��la présence 

���[�µ�v���� �(�}�Œ�u���� ���Æ�š�Œ�����Z�Œ�}�u�}�•�}�u�]�‹�µ�� ���[�/�����z515_tRNALys, ���}�u�u���� ��� ���Œ�]�š�� ���Z���Ì�� ���[���µ�š�Œ���•�� �/���� [61, 

230, 371], qui favoriserait un retour au phénotype sauvage. Le rôle des deux gènes dans la 

résistance au stress oxydant a donc été analysé en comparant une souche sans ICE (souche 

receveuse �E���D�ï�í�ò�•�����š���µ�v�����•�}�µ���Z�����‰�}�Œ�š���v�š���o�[�/�������~�š�Œ���v�•���}�v�i�µ�P���v�š���������o�����•�}�µ���Z�����E���D�ï�í�ò�����Ç���v�š��

reçu ICE_515_tRNALys par conjugaison). �>�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� �����•�� �P���v���•�� �‰�Œ� �•���v�š�•�� �•�µ�Œ�� �o�[�/������ ���� � �š� ��

analysée par RT-PCR chez la souche NEM316 (ICE_515_tRNALys) et les résultats obtenus sont 

similaires à ceux obtenus pour la souche S. agalactiae 515. 

 

Le taux de survie des deux souches a été examiné suite à un traitement oxydant 

réalisé avec 20 mM de pero�Æ�Ç���������[�Z�Ç���Œ�}�P��ne pendant 45 minutes (Figure 35).  
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Figure 35�X���d���µ�Æ���������•�µ�Œ�À�]�����(�������������µ�v���•�š�Œ���•�•���}�Æ�Ç�����v�š�����[�µ�v�����•�}�µ���Z����������S. agalactiae ayant 

acquis ICE_515_tRNALys. 

Le taux de survie des souches de S. agalactiae NEM316 et du transconjugant 

NEM316 (ICE_515_tRNALys) a été analysé suite à une exposition à 20 mM de pe�Œ�}�Æ�Ç������ ���[�Z�Ç���Œ�}�P���v����

(H2O2) durant 45 minutes à 37 °C. Le taux de survie est calculé en fonction de la quantité de cellules 

viables après un traitement en comparaison aux cellules non exposées �‰���Œ���o�������]���]�•�����[�µ�v�����}�u�‰�š���P���������•��

unités formant des colonies après 24 �Z�����[�]�v���µ�����š�]�}�v�������ï�ó °C�X���>�[���Æ�‰� �Œ�]���v����������� �š� ���Œ� ���o�]�•� �������v���š�Œ�]�‰�o�]�����š�����š��

le taux de survie est exprimé en pourcentage. 

 

 

 �>���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� �]�v���]�‹�µ���v�š�� �‹�µ���� �o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ������ �o�[�/������ �‰���Œ�� �µ�v���� ���µ�š�Œ���� �•�}uche de 

S. agalactiae ne lui apporte pas de bénéfice en termes de survie face à un stress oxydant 

généré par du pe�Œ�}�Æ�Ç���������[�Z�Ç���Œ�}�P���v�����~�&�]�P�µ�Œ�����ï5). 
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2. Bactériocine 

 

�>�[���v���o�Ç�•����in silico �������o�[�/���� �]�v�š� �P�Œ� �������o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���P���v�������}�����v�š���µ�v�����Z�E�š���>�Ç�•�]�v�������Z���Ì��

la souche S. agalactiae COH1, a révélé la présence ���[�µ�v���}�‰� �Œ�}�v�����}�u�‰�o���š���‹�µ�]���‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�����À�}�]�Œ���µ�v��

rôle dans la compétition au sein de son microenvironnement. En effet, celui-ci pourrait 

coder un peptide aux propriétés antimicrobiennes et les fonctions associées à la maturation 

et au transport de ce peptide. Afin de tester cette hypothèse, des tests antimicrobiens ont 

� �š� ���Œ� ���o�]�•� �•�����v�����}�u�‰���Œ���v�š���o�����•�}�µ���Z�������K�,�í�����������•���•�}�µ���Z���•���v�����‰�}�•�•� �����v�š���‰���•���o�[�}�‰� �Œ�}�v�����}�u�‰let 

(les souches 515 et NEM316). �����•�� �Ì�}�v���•�� ���[�]�v�Z�]���]�š�]�}�v�� ������ ���Œ�}�]�•�•���v������ �‰�Œ�}�À�}�‹�µ� ���•�� �‰���Œ��la 

bactériocine putative produite pas les souches de S. agalactiae ont été recherchées par une 

technique de spots en utilisant différentes espèces indicatrices (Figure 36).  

 

 

Figure 36. Test antimicrobien en utilisant différentes souches de S. agalactiae. 

�����•�� �•�‰�}�š�•�� ������ ���µ�o�š�µ�Œ���•�� ���[�µ�v���� �v�µ�]�š�� �����•�� �•�}�µ���Z���•�� ������S. agalactiae ont été déposés sur des géloses. Un 

�u�]�o�o�]�o�]�š�Œ���� ���[�µ�v���� ���µ�o�š�µ�Œ���� ���[�µ�v���� �v�µ�]�š�� �����•�� �•�}�µ���Z���•�� �]�v���]�����š�Œ�]�����•�� ���� � �š� �� �]�v�}���µ�o� �� �����v�•��de la gélose molle 

(contenant 8 % ���[���P���Œ) maintenue en surfusion. Le mélange a été coulé en surcouche sur les géloses. 

�>�[�}���•���Œ�À���š�]�}�v��a été réalisée après une incubation de 24 heures dans les conditions appropriées. Les 

photos correspondent à la zone aux alentours des gouttes de chacune des souches testées. Les photos 

représentent les résultats obtenus avec la souche L. lactis MG1363 comme souche indicatrice. Des 

résultats identiques ont été obtenus avec les souches indicatrices : E. coli ���,�ñ�r�� ���š�� �����í�ì�í�U��S. uberis 

21519, 20978, 19118 et 21102, S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 24122 et 24098, S. canis 20922, 

S. suis 19179, S. pneumoniae 3993 et S. aureus 24609 et 24465. 
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 Hormis un aspect de gouttes différent dû �����o�[�]�v�Z�]���]�š�]�}�v���������(�}�Œ�u���š�]�}�v�������•���P�}�µ�š�š���•���‰���Œ��

�o���•���•�}�µ���Z���•���]�v���]�����š�Œ�]�����•�U�����µ���µ�v�����Ì�}�v�������[�]�v�Z�]���]�š�]�}�v���Œ� �À� �o���v�š���µ�v���������š�]�À�]�š� �����v�š�]�u�]���Œ�}���]���v�v���������•��

souches testées de S. agalactiae �v�[�����‰�µ���!�š�Œ�����uise en évidence, après 24 heures, en utilisant 

14 souches indicatrices différentes dans les conditions utilisées (Figure 36).  

���[���µ�š�Œ���•�� �š�����Z�v�]�‹�µ���•�� �}�v�š�� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���•�� �~�u� �š�Z�}������ ������ �‰�µ�]�šs au lieu des spots, méthode de 

�•�š�Œ�]���•�•���u���]�•�����µ���µ�v�����v�[�����Œ� �À� �o� ���������‰�Z� �v�}�š�Ç�‰�� ���[�]�v�Z�]���]�š�]�}�v�����������Œ�}�]�•�•���v����. 

 

 

 

3.  Système toxine/antitoxine 

 

 Les gènes SAL_2044 et SAL_2045, codés par ICE_515_tRNALys, sont exprimés en 

phase exponentielle et stationnaire de croissance. Ces gènes pourraient constituer un 

�•�Ç�•�š���u���� ���[�������]���š�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o���� �u���]�v�š�]���v�� ������ �o�[� �o� �u���v�š�� ���Z���Ì�� �o���•�� �������š� �Œ�]���•�X��Une souche 

interrompue dans le gène SAL_2044 codant la toxine putative a pu être obtenue lors de nos 

travaux. Cette construction avait pour objectif ������ �Œ� ���o�]�•���Œ�� �����•�� �š���•�š�•�� ������ �•�š�����]�o�]�š� �� ������ �o�[�/������ ���v��

�����•���v������ ���µ�� �•�Ç�•�š���u���� ���[�������]���š�]�}�v�� �‰�µ�š���š�]�(�X�� �E� ���v�u�}�]�v�•�U�� �����•�� �š�Œ���À���µ�Æ��réalisés en parallèle 

(Travaux de thèse ���[Aurore Puymège, UMR1128) et utilisant ce mutant 515�PSAL_2044 en 

�‰�Œ� �•���v������ ���[�µ�v�� ���P���v�š�� �‰�Œ�}�À�}�‹�µ���v�š�� �����•�� ���}�u�u���P���• ���� �o�[�����E�� �~�u�]�š�}�u�Ç���]�v���� ���•�U�� ��� ���Œ�]�š 

���v�š� �Œ�]���µ�Œ���u���v�š�� ���}�u�u���� ���µ�P�u���v�š���v�š�� �o���� �š���µ�Æ�� ���[���Æ���]�•�]�}�v�� ������ �����Œ�š���]�v�•�� � �o� �u���v�š�•�� �P� �v� �š�]�‹�µ���•��

mobiles possédant des régulateurs similaires à ICE_515_tRNALys [14, 371]�U���v�[�}�v�š���‰���• permis 

���[�����}�µ�š�]�Œ�� ���� �o���� �‰���Œ�š���� ������ �o�[�/������ ������ �o���� �•�}�µ���Z����S. agalactiae �ñ�í�ñ�P�^���>�z�î�ì�ð�ð�X Ceci suggère que la 

protéine SAL_2044 pourrait être �]�u�‰�o�]�‹�µ� ���������v�•���o�����•�š�����]�o�]�š� ���������o�[�/�������u���]�•���‹�µ�[���o�o�����v�[���P�]�Œ���]�š���‰���•��

�•���µ�o�����‰�}�µ�Œ���o�����u���]�v�š�]���v���������o�[� �o� �u���v�š�������v�•���o�����‰�}�‰�µ�o���š�]�}�v�X 
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IV. Propriétés �†�ï�ƒ�†�Š�±�•�‹�‘�• conférées par ICE_515_tRNALys aux 

souches bactériennes  

 

 

1. �/�u�‰�o�]�����š�]�}�v�����[ICE_515_tRNALys dans la capacité ���[�����Z� �•�]�}�v des souches. 

 

ICE_515_tRNALys code trois protéines de surface putatives. Chez les bactéries, les 

�‰�Œ�}�š� �]�v���•���������•�µ�Œ�(���������•�}�v�š���•�}�µ�À���v�š���]�u�‰�o�]�‹�µ� ���•�������v�•���o�[�����Z� �•�]on des cellules bactériennes à des 

�•�µ�Œ�(�������•�� �]�v���Œ�š���•�� �}�µ�� ���µ�Æ�����}�u�‰�}�•���v�š�•�� �������o���µ�Œ���Z�€�š���X���>�[�����Z� sion est une étape clé de la survie 

cellulaire et de la colonisation de leur environnement pour les bactéries. Afin de caractériser 

�o�����Œ�€�o�����‹�µ�����o�[�/�������‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���i�}�µ���Œ�������v�•���������u� �����v�]�•�u���U���o���• �‰�Œ�}�š� �]�v���•���������•�µ�Œ�(�����������}��� ���•���‰���Œ���o�[�/������

ont été analysées vis-à-vis de ce processus�X�� �>���� �(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ������ ���]�}�(�]�o�u�U�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�Æ��

composants de la matrice extrac���o�o�µ�o���]�Œ���� ���š�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���� �µ�v���� ��gglutinine ont ainsi été 

évaluées chez la souche S. agalactiae NEM316 ayant reçu ICE_515_tRNALys par conjugaison. 

 

 

1.1. Implication dans la formation de biofilm. 

 

La formation de biofilm par les bactéries constitue un mécanisme de défense 

important contre les fluctuations de �o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�X�� �/�o�� ���•�š�� ���•�š�]�u� �� �‹�µ�[�µ�v���� �u���i�}�Œ�]�š� ��des 

infections causées par des agents bactériens serait la cause de ce type de regroupement 

���}�u�u�µ�v���µ�š���]�Œ���X���>�[� �š�µ�����������������š�š�����‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �����•�š�����}�v�� importante à des fins prophylactiques. 

 

 

1.1.1. Implication dans la biomasse des biofilms formés  

 

La capacité de formation de biofilm des souches NEM316 et 

NEM316 (ICE_515_tRNALys) de S. agalactiae a été évaluée par un test en plaque en 

polystyrène. La quantité de biomasse intégrée dans le biofilm de la souche possédant ou non 

ICE_515_tRNALys a été mesurée par une coloration au cristal violet (Figure 37). Les résultats 

obtenus à partir de cette technique montrent que, malgré la variabilité entre réplicats 
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biologiques, �o���� �•�}�µ���Z���� �‰�}�•�•� �����v�š�� �o�[�/������ �����Z���Œ����significativement ���[���À���v�š���P����au polystyrène 

que la souche qui en est dépourvue (test de Mann-Withney, p-value < 0.001). 

ICE_515_tRNALys ���}�v�š�Œ�]���µ�������]�v�•�]�������o�[�����Z� �•�]�}�v�������µ�v���•�µ���•�š�Œ���š���]�v���Œ�š����des souches le possédant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37�X�����À���o�µ���š�]�}�v���������o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v�������v�•���o�����(�}�Œ�u���š�]�}�v�����������]�}�(�]�o�u�����[�/�����z515_tRNALys. 

La biomasse contenue dans les biofilms formés après 24 h en plaques 24 puits à fond plat à 37 °C par 

les souches NEM316 et NEM316 (ICE_515_tRNALys) a été évaluée par des mesures 

spectrophotométriques à une densité optique de 595 nm après une coloration au cristal violet. Les 

mesures obtenues sont en corrélation avec la quantité de cellules bactériennes adhérées au 

polystyrène. �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ���� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���� ���v�� �‹�µ�����Œ�µ�‰�o���š�X�� �>�[���•�š� �Œ�]�•�‹�µ���� �•�]�P�v���o���� �o���� �•�]�P�v�]�(�]�����š�]�À�]�š� �� ������ �o����

différence de biomasse contenue au sein des biofilms étudiés (test de Mann-Whitney, p-

value < 0,001). 

 

 

1.1.2. �/�u�‰�o�]�����š�]�}�v�������v�•���o�[���Œ���Z�]�š�����š�µ�Œ���������•�����]�}�(�]�o�u�• 

 

 Les biofilms formés par la souche S. agalactiae NEM316 possédant ou non 

ICE_515_tRNALys ont été observés en trois dimensions par microscopie confocale à balayage. 

Cette �š�����Z�v�]�‹�µ���� �‰���Œ�u���š�� ���[examiner la structure tridimensionnelle du biofilm formé par les 

souches (Figure 38). Les cellules vivantes ont été différenciées des cellules commençant à 

NEM316 NEM316 (ICE_515) 
I(f(5ICE_515_tRNAL

ys 
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perdre leur intégrité membranaire ���� �o�[���]������ ���[�µ�v�� �(�o�µ�}�Œ�}�‰�Z�}�Œ�� différent (respectivement 

SYTO 9 et iodure de propidium). Le fluorophore pénétrant dans les cellules non viables se 

fixe également sur �o�[�����E�����Æ�š�Œ�������o�o�µ�o���]�Œ����contenu dans les échantillons. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38. Observation par microscopie confocale à balayage des biofilms formés par 

S. agalactiae. 

Les biofilms formés par les souches NEM316 (A et C) et NEM316 (ICE_515_tRNALys) (B et D) ont été 

observés en microscopie confocale à balayage. Les plans A et B représentent des vues en mode 

section des biofilms tandis que les plans C et D représentent des vues topographiques des biofilms. Les 

cellules vivantes ont été m���Œ�‹�µ� ���•�� ���� �o�[���]������ ���µ���(�o�µ�}�Œ�}�‰�Z�}�Œ�� SYTO 9 (fluorescence verte) et les cellules 

ayant perdu �o���µ�Œ�� �]�v�š� �P�Œ�]�š� �� ���]�v�•�]�� �‹�µ���� �o�[�����E�� ���Æ�š�Œ�������o�o�µ�o���]�Œ���� �}�v�š�� � �š� �� �u���Œ�‹�µ� �•�� ���À������ ������ �o�[�]�}���µ�Œ���� ������

propidium (fluorescence �Œ�}�µ�P���•�X���>���•���À�µ���•���Œ���‰�Œ� �•���v�š� ���•���•�µ�Œ���o�����(�]�P�µ�Œ�����•�}�v�š���Œ���‰�Œ� �•���v�š���š�]�À���•���������o�[���v�•���u���o����

des observations réalisées. 

C 

B A 

D 
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 Les diverses observations réalisées ont montré que les deux souches forment des 

���]�}�(�]�o�u�•�����[�µ�ve épaisseur maximale similaire comprise entre 40 et 49 �…�u�X�����µ���µ�v�������]�(�(� �Œ���v������

���µ�� �À�}�o�µ�u���� �}�����µ�‰� �� �‰���Œ�� �o���•�� ���]�}�(�]�o�u�•�� �����•�� �����µ�Æ�� �•�}�µ���Z���•�� �v�[a été observée �•�µ�Œ�� �o�[���v�•���u���o���� �����•��

vues étudiées représentatives des échantillons. �����•�����Æ�‰� �Œ�]���v�����•�����}�u�‰�o� �u���v�š���]�Œ���•���v�[�}�v�š���‰���•��

mis en évidence de différence de taille des cellules des deux souches étudiées qui aurait pu 

expliquer la non concordance des résultats entre la quantification de la biomasse par les 

révélations au cristal violet et la visualisation en microscopie confocale à balayage. En effet, 

�o�����v�}�u���Œ�������[�µ�v�]�š� ���(�}�Œ�u���v�š�������•�����}�o�}�v�]���•�����������v�•�]�š� ���}�‰�š�]�‹�µ����� �‹�µ�]�À���o���v�še (DO à 600 nm de 0,4 

et 0,8) est similaire entre les deux souches. 

  

 Le ratio du biovolume rapporté à la surface du biofilm reflète la fraction du biofilm 

exposée au �(�o�µ�Æ�� �v�µ�š�Œ�]�š�]�(�� ���š�� ���•�š�� ���}�v���� �µ�v���� �]�v���]�����š�]�}�v�� ������ �o�[�������‰�š���š�]on du biofilm à 

�o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š��[172]. Aucune différence ���[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v des cellules ���µ�� �(�o�µ�Æ�� �v�µ�š�Œ�]�š�]�(�� �v�[���� �‰�µ��

être mise en évidence entre la souche possédant ICE_515_tRNALys de celle ne le possédant 

pas. L�[�}���•���Œ�À���š�]�}�v�� �u�]���Œ�}�•���}�‰�]�‹�µ����a révélé des amas de cellules ayant perdu leur intégrité 

membranaire (en rouge) uniquement à la surface des biofilms formés par les cellules 

���‰�‰���Œ�š���v���v�š�� ���� �o���� �•�}�µ���Z���� �E���D�ï�í�ò�� ������ �‹�µ�]�� �v�[���•�š�� �‰���•�� �o���� �����•�� �‰our les biofilms formés par les 

cellules possédant ICE_515_tRNALys (Figure 38).   

 

 Par ailleurs, la distribution des cellules vivantes portant ICE_515_tRNALys sur le 

substrat (0,212) est significativement plus hétérogène (pvalue < 0,05) que celle des biofilms 

�(�}�Œ�u� �•���‰���Œ���o���•�������o�o�µ�o���•���v�����‰�}�•�•� �����v�š���‰���•���o�[� �o� �u���v�š���~�ì�U�í�ð�ó�• [172].  

 

 Ces données ne permettent pas de conclure quant à la différence de biomasse 

contenue dans les biofilms observée entre les deux souches testées par la technique du 

cristal violet. Néanmoins, certaines caractéristiques conférées par ICE_515_tRNALys dans la 

structuration de la communauté microbienne ont été mises en évidence. 
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1.2. �/�u�‰�o�]�����š�]�}�v�� �����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�Æ�� ���}�u�‰�}�•���v�š�•�� ������ �o���� �u���š�Œ�]������

extracellulaire. 

 

�����•��� �š�µ�����•���}�v�š���u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�����o�[�����Z� �•�]�}�v���������š� �Œ�]���v�v�������µ�Æ�������o�o�µ�o���•��� �‰�]�š�Z� �o�]���o���•���������o�[�Z�€�š����

peut cibler des composants de la matrice extracellulaire [242, 286, 381]. �>�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v��

���[�/�����z515_tRNALys �����v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�����������•�����}�u�‰�}�•���v�š�•���������o�����u���š�Œ�]���������Æ�š�Œ�������o�o�µ�o���]�Œ��������donc été 

examinée.  

 

 

1.2.1. Adhésion au fibrinogène 

 

�>���� �����‰�����]�š� �� ���[�����Z� �•�]�}�v��à différentes concentrations de fibrinogène de la souche 

NEM316 pos�•� �����v�š�� �}�µ�� �v�}�v�� �o�[�/������ ���� � �š� ��évaluée en utilisant un protocole de coloration au 

cristal violet et une lecture au spectrophotomètre (Figure 39)�X���>�[�����Z� �•�]�}�v��est corrélée avec 

�o�[�]�v�š���v�•�]�š� ���(�]�v���o�������������}�o�}�Œ���š�]�}�v observée à 570 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39�X�����À���o�µ���š�]�}�v���������o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v�����[�/�����z515_tRNALys �����v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�����µ���(�]���Œ�]�v�}�P���v��. 

Les souches NEM316 (en gris) et NEM316 (ICE_515_tRNALys) (en bleu) ont été placées durant 3 h à 

37 °C dans des microplaques de 96 puits à fond plat préalablement recouvertes avec différentes 
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concentrations de fibrinogène. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées après des 

lavages, une coloration au cristal violet et une mesure spectrophotométrique à 570 �v�u�X���>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������

a été réalisée en quadruplat. Le test de Mann-Whitney a été appliqué sur les données brutes et les 

valeurs significativement différentes entre les souches (p-value < 0,05) sont désignées par un 

astérisque.  

 

 

 Les résultats indiquent que, �i�µ�•�‹�µ�[���� �µ�v���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ���v�� �(�]���Œ�]�v�}�P���v���� ������

0,0312 �u�P�l�u�o�U���o�����•�}�µ���Z�����‰�}�•�•� �����v�š���o�[�/�����������Z���Œ����significativement plus au fibrinogène que la 

souche qui en est dépourvue (p-value < 0,05). En dessous de cette concentration, aucune 

���]�(�(� �Œ���v�������•�]�P�v�]�(�]�����š�]�À�����v�[���•�š���v�}�š� ���������v�•���o���•�����}�v���]�š�]�}�v�•���µ�š�]�o�]�•� ���•�X 

ICE_515_tRNALys ���}�v�(���Œ���� ���}�v���� ���µ�Æ�� �•�}�µ���Z���•�� �µ�v���� �����‰�����]�š� �� ���[�����Z� �•�]�}�v�� �‰�o�µ�•�� � �o���À� ���� ���µ��

fibrinogène. 

 

 

1.2.2. Adhésion à la fibronectine 

 

�>�[�����Z� �•�]�}�v��à la fibronectine de la souche NEM316 et du transconjugant possédant 

ICE_515_tRNALys  a également été examinée (Figure 40). 

 

���µ���µ�v���� ���]�(�(� �Œ���v������ �����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���� �o���� �(�]���Œ�}�v�����š�]�v���� �v�[���� �‰�µ�� �!�š�Œ���� �}���•���Œ�À� ���� ���v�š�Œ���� �o���•��

souches possédant ou non ICE_515_tRNALys dans les conditions expérimentales utilisées (p-

value > 0.05). 
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Figure 40�X�����À���o�µ���š�]�}�v���������o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v�����[�/�����z515_tRNALys �����v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�������o�����(�]��ronectine. 

Les souches NEM316 (en gris) et NEM316 (ICE_515_tRNALys) (en bleu) ont été placées durant 3 h à 

37 °C dans des microplaques de 96 puits à fond plat préalablement recouvertes avec 0,25 mg/ml de 

fibronectine. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées après des lavages, une coloration 

au cristal violet et une mesure spectrophotométrique à 570 �v�u�X�� �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ���� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���� ���v��

triplicat.  

 

 

1.3. Impl�]�����š�]�}�v�������v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�������µ�v������gglutinine. 

 

 Plusieurs antigènes I/II, tels SpaP produite par S. mutans et SspA et SspB produites 

par S. gordonii, ont été décrits comme étant �]�u�‰�o�]�‹�µ� �•�������v�•���o�[����hésion à la protéine salivaire 

Gp340 ������ �‹�µ�]�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� ���À�}�]�Œ�� �µ�v�� �]�u�‰�����š�� �•�µ�Œ�� �o���� ���}�o�}�v�]�•���š�]�}�v�� ������ �o�[�Z�€�š���� �‰���Œ�� �o���•�� �•�}�µ���Z���•��

pathogènes. La protéine Gp340 est une des protéines majoritaires au niveau salivaire de 

�o�[�,�}�u�u���X�� �>�[���v���o�Ç�•����in silico a révélé une structure protéique de la protéine SAL_2056 

similaire à celle des antigènes I/II décrits dans la littérature. L�����Œ�€�o�������[ICE_515_tRNALys dans 

�o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���� ������ �o���� �•���o�]�À���� ���o��rifiée a donc été analysé (Figure 41). Néanmoins, dans les 

conditions expérimentales utilisées, aucune différence dans la formation de biofilm sur des 

NEM316 NEM316 (ICE_515) 
I(f(5ICE_515_tRNAL

ys 
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plaques recouvertes avec de la salive clarifiée à 10 �9�� �v�[���� �‰�µ�� �!�š�Œ���� �u�]�•���� ���v�� � �À�]�����v������ ���v��

�(�}�v���š�]�}�v���������o�����‰�Œ� �•���v�����l�����•���v���������[ICE_515_tRNALys (p-value > 0,05 %). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41�X�����À���o�µ���š�]�}�v���������o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v�����[�/�����z515_tRNALys �����v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�������������o�����•���o�]�À����

clarifiée. 

Les souches NEM316 (en gris) et NEM316 (ICE_515_tRNALys) (en bleu) ont été placées durant 24 h à 

37 °C dans des plaques 24 puits à fond plat préalablement recouvertes avec de la salive clarifiée à 

10 %. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées après des lavages, une coloration au 

cristal violet et une mesure spectrophotométrique à 595 �v�u�X�� �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������a été réalisée en 

quadruplat.  

 

 

2. Implication spécifique �������o�[���v�š�]�P���v����I/II �^���>�z�î�ì�ñ�ò�������v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v. 

 

La difficulté à �]�v�š���Œ�Œ�}�u�‰�Œ���� �����•�� �P���v���•�� ���}��� �•�� �‰���Œ�� �o�[�/������ � �š�µ���]� �� ���Z���Ì��S. agalactiae, à 

�o���‹�µ���o�o���� �•�[���i�}�µ�š���� �o���� �P�Œ���v������quantité de protéines de surface produites par cette bactérie, 

nous a amenés à poursuivre notre étude ���v���Œ� ���o�]�•���v�š���µ�v�������Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š 

chez une autre espèce bactérienne à coloration Gram positive. La souche 

NEM316 NEM316 (ICE_515) 
I(f(5ICE_515_tRNAL

ys 
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Lactococcus lactis MG1363 a ainsi été choisie comme modèle d�[� �š�µ������ �‰�µ�]�•�‹�µ�[���o�o���� �‰�Œ�}���µ�]�š��

peu de protéines extracellulaires mais possède la machinerie nécessaire à �o�[���Æ���Œ� �š�]�}�v�� ���š�� ����

�o�[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v������ ces protéines à la surface cellulaire [277, 312, 368]. 

 

 �>�[���v���o�Ç�•����in silico a montré que SAL_2056 est une protéine codée par 

ICE_515_tRNALys ayant une forte prévalence chez les souches de S. agalactiae et possédant 

des domaines fonctionnels putatifs pouvant conférer des propriétés adhésives. De plus, la 

famille des protéines à laquelle appartient SAL_2056 paraît ubiquiste chez les streptocoques. 

Par conséquent, une étude plus approfondie de la protéine SAL_2056 est apparue 

intéressante. 

 

Pour ces raisons, cette partie des travaux a été centrée sur la caractérisation 

�(�}�v���š�]�}�v�v���o�o�����������^���>�z�î�ì�ñ�ò�X�����(�]�v����������� �š���Œ�u�]�v���Œ���•�}�v���Œ�€�o���������v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�U���o�����P���v�����^���>�z�î�ì�ñ�ò������

été cloné dans le vecteur pOri23 sous contrôle du promoteur constitutif P23. La transcription 

du gène a été confirmée par RT-PCR (données non montrées) et les analyses phénotypiques 

de la souche L. lactis MG1363 (pOri23-AgI/II) ont été réalisées.  

 

 

2.1. Implication de SAL_2056 dans la formation de biofilm 

 

La caractérisation fonctionnelle de la protéine �^���>�z�î�ì�ñ�ò��������� ���µ�š� ���‰���Œ���o�[� �š�µ������������son 

rôle dans la formation de biofilm chez S. agalactiae. Un protocole similaire à celui employé 

�‰�}�µ�Œ�� �o�[���v���o�Ç�•���� ���µ�� �š�Œ���v�•���}�v�i�µ�P���v�š�� �E���D�ï�í�ò (ICE_515_tRNALys) a été utilisé (Figure 42). La 

biomasse contenue dans le biofilm généré par la souche exprimant SAL_2056 est 

significativement plus importante (p-value < 0,001). Dans les conditions expérimentales 

mises en place, SAL_2056 paraît conférer un phénotype de regroupement communautaire 

bactérien en biofilm. 
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Figure 42�X�����À���o�µ���š�]�}�v���������o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v�������v�•���o�����(�}�Œ�u���š�]�}�v�����������]�}�(�]�o�u����e SAL_2056. 

La biomasse contenue dans les biofilms formés après 24 h en plaques 24 puits à fond plat à 30 °C par 

les souches L. lactis MG1363 (pOri23) et L. lactis MG1363 (pOri23-SAL_2056) a été évaluée par des 

mesures spectrophotométriques après une coloration au cristal violet. Les mesures obtenues à une 

densité optique de 595 nm sont en corrélation avec la quantité de cellules bactériennes adhérées au 

po�o�Ç�•�š�Ç�Œ���v���X���>�[���Æ�‰� �Œ�]���v����������� �š� ���Œ� ���o�]�•� �������v���‹�µ�����Œ�µ�‰�o���š�X 

 

 

La densité optique observée entre la so�µ���Z���� �‰�}�•�•� �����v�š�� �o�[�]�v�•���Œ�š�� ���•�š�� �í�U�î fois plus 

importante que la souche ne le possédant pas. Il est à noter que la souche 

NEM316 (ICE_515_tRNALys) adhère 1,5 fois plus au polystyrène que la souche NEM316. 

���[���µ�š�Œ���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���• codées par ICE_515_tRNALys pourraient donc participer au phénotype 

���}�u�‰�o���š���������(�}�Œ�u���š�]�}�v�����������]�}�(�]�o�u�����}�v�(� �Œ� ���‰���Œ���o�[�/�����X�� 
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2.2. Implication de SAL_2056 �����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�Æ�� ���}�u�‰�}�•���v�š�•�� ������ �o����

matrice extracellulaire 

 

�>���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� �‰�Œ� ��� �����v�š�•�� �}�v�š�� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ�[�/�����z515_tRNALys confère une capacité 

���[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�� �(�]���Œ�]�v�}�P���v���� �u���]�•�� �‰���•�� ���� �o���� �(�]���Œ�}�v�����š�]�v���X�� �>�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v�� ������ �^���>�z�î�ì�ñ�ò�� �����v�•��

�o�[�����Z� �•�]�}�v��aux composants de la matrice extracellulaire a donc été examinée. Les résultats 

�‰�Œ� �•���v�š� �•���Œ���‰�Œ� �•���v�š���v�š���o���•���Œ� �•�µ�o�š���š�•�����[�����Z� �•�]�}�v�����µ���(�]���Œ�]�v�}�P���v�������š�������o�����(�]���Œ�}�v�����š�]�v�����}���š���v�µ�•��

pour la souche de L. lactis MG1363 exprimant ou non la protéine SAL_2056.  

 

 

2.2.1. Adhésion au fibrinogène 

 

�h�v�� �š���•�š�� ���[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�� �(�]���Œ�]�v�}�P���v���� ���� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �o���� �•�}�µ���Z����L. lactis 

MG1363 (pOri23_SAL_2056) adhère significativement légèrement davantage que la souche 

ne possédant pas �o�[�]�v�•���Œ�š (p-value < 0,01) (Figure 43).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43. ���À���o�µ���š�]�}�v���������o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v���������^���>�z�î�ì�ñ�ò�������v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�����µ���(�]���Œ�]�v�}�P���v���X 

Les souches L. lactis MG1363 (pOri23) et L. lactis MG1363 (pOri23-SAL_2056) ont été placées durant 

3 h à 30 °C dans des microplaques de 96 puits à fond plat préalablement coatées avec 1 mg/ml de 
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fibrinogène. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées après des lavages, une coloration 

au cristal violet et des mesures spectrophotométriques à 570 �v�u�X�� �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ���� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���� ���v��

triplicat. L�[���•�š� �Œ�]�•�‹�µ���� �•�]�P�v���o���� �o���� �•�]�P�v�]�(�]�����š�]�Àité statistique entre les deux souches (test de Mann-

Whitney, p-value < 0,01). 

 

La différence ���[�����Z� �•�]�}�v�� ���µ�� �(�]���Œ�]�v�}�P���v����observée entre �o���� �•�}�µ���Z���� �‰�}�•�•� �����v�š�� �o�[�/������

complet et celle ne le possédant pas est nettement plus importante que la différence entre 

une souche de L. lactis ���Æ�‰�Œ�]�u���v�š�� �^���>�z�î�ì�ñ�ò�� �‹�µ�[�µ�v���� �v���� �o�[���Æ�‰�Œ�]�u���v�š�� �‰���•�X��Il est peu probable 

que SAL_2056 soit plus exprimé chromosomiquement chez S. agalactiae que de manière 

plasmidique chez L. lactis. Ces résultats suggèrent donc fortement que �^���>�z�î�ì�ñ�ò���v�[���•�š���‰���•���o����

�•���µ�o�����‰�Œ�}�š� �]�v�������[�/�����z515_tRNALys �‰���Œ�u���š�š���v�š���o�[�����Z� �•�]�}�v au fibrinogène. 

 

 

 

2.2.2. Adhésion à la fibronectine 

 
�>���•�����Æ�‰� �Œ�]���v�����•���‰�Œ� ��� �����v�š���•���v�[�}�v�š���‰���•���‰���Œ�u�]�•����������� �š�����š���Œ���������Œ�€�o�������[ICE_515_tRNALys 

�����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���� �o���� �(�]���Œ�}�v�����š�]�v���X�� ������ �v�}�u���Œ���µ�•���•�� � �š�µ�����•�� �}�v�š�� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ�[� �š���v�š�� ���}�v�v� �� �o����

nombre de protéines de surface exprimées par les bactéries pathogènes, le rôle individuel 

de chacune est souvent délicat à estimer directement chez ces espèces. Dans ces études, 

�o�[���v���o�Ç�•�����(�]�v�������µ���Œ�€�o���������•���‰rotéines de surface passe par la production des protéines chez un 

hôte hétérologue [277, 317, 409]�X�� �W���Œ�� ���}�v�•� �‹�µ���v�š�U�� �o�[���v���o�Ç�•���� ���µ�� �Œ�€�o���� ������ �^���>�z�î�ì�ñ�ò�� �����v�•��

�o�[�����Z� �•�]�}�v�������o�����(�]���Œ�}�v�����š�]�v�������Z���Ì��L. lactis MG1363 nous a parue importante.  

 

D���•�� ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�� ���[�����Z� �•�]�}�v�� ���� �o���� �(�]���Œ�}�v�����š�]�v����des souches de L. lactis MG1363 

exprimant ou non SAL_2056 ont été réalisées et celles-ci ont révélé que SAL_2056 confère 

�µ�v���������‰�����]�š� �����[�����Z� �•�]�}�v�������o�����(�]���Œ�}�v�����š�]�v��������L. lactis (p-value < 0,001) (Figure 44). �>�[�����•���v������

de détection de cette propriété chez S. agalactiae pourrait donc �•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ���‰���Œ���o�[�����}�v�����v������

des protéines de surface partiellement redondantes produites par S. agalactiae dont 

certaines sont déjà décrites comme permettant à S. agalactiae ���[adhérer à la fibronectine.  
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Figure 44�X�����À���o�µ���š�]�}�v���������o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v���������^���>�z�î�ì�ñ�ò�������v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�������o�����(�]���Œ�}�v�����š�]�v���X 

Les souches L. lactis MG1363 (pOri23) et L. lactis MG1363 (pOri23-SAL_2056) ont été placées durant 

3  h à 30 °C dans des microplaques de 96 puits à fond plat préalablement recouvertes avec 

0,25 mg/ml de fibronectine. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées après des lavages, 

une coloration au cristal violet et une mesure spectrophotométrique à 570 �v�u�X�� �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ���� � �š� ��

réalisée en quadruplat. L�[���•�š� �Œ�]�•�‹�µ�����•�]�P�v���o�����o�����•�]�P�v�]�(�]�����š�]�À�]�š� ���•�š���š�]�•�š�]�‹�µ����entre les deux souches (test de 

Mann-Whitney, p-value < 0,001). 

 

 

2.3. �/�u�‰�o�]�����š�]�}�v�������v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v��aux protéines salivaires 

 

De la même manière que précédemment, le rôle potentiel de SAL_2056 dans la 

formation de biofilm sur des plaques, recouvertes de salive clarifiée à une concentration de 

10 %, a été analysé (Figure 45). 
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Figure 45�X�����À���o�µ���š�]�}�v���������o�[�]�u�‰�o�]�����š�]�}�v���������^���>�z�î�ì�ñ�ò�������v�•���o�[�����Z� �•�]�}�v�������������o�����•���o�]�À�������o���Œ�]�(�]� ���X 

Les souches L. lactis MG1363 (pOri23) et MG1363 (pOri23-SAL_2056) ont été placées durant 24 h à 

30 °C dans des plaques 24 puits à fond plat préalablement recouvertes avec de la salive clarifiée à 

10 %. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées après des lavages, une coloration au 

cristal violet et une mesure spectrophotométrique à 595 �v�u�X���>�[���Æ�‰� �Œ�]���v����������� �š� ���Œ� ���o�]�•� �������v��triplicat.  

 

 

Dans les conditions expérimentales utilisées, aucune différence entre la souche 

�‰�}�•�•� �����v�š�� �o�[�]�v�•���Œ�š�� �}�µ�� �v�}�v�� �v�[���•�š�� �}���•���Œ�À�����o���� �~�‰-value > 0.05). La protéine SAL_2056, 

���}�v�š�Œ���]�Œ���u���v�š�� ���� ���[���µ�š�Œ���•�� ���v�š�]�P���v���•�� �/�l�/�/�� ��� ���Œ�]�š�•�U��ne paraît pas �‰���Œ�u���š�š�Œ���� �o�[�����Z� �•�]�}�v��aux 

protéines salivaires.  
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�>�[���v�•���u���o���� ��es ���Æ�‰� �Œ�]���v�����•�� ���[�����Z� �•�]�}�v�� �����•�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� �•�}�µ���Z���•�� ������S. agalactiae de 

L. lactis suggère �‹�µ���� ���[���µ�š�Œ���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���• que SAL_2056 codées par ICE_515_tRNALys sont 

responsables des �‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �•�� ���[�����Z� �•�]�}�v ���}�v�(� �Œ� ���•�� �‰���Œ�� �o�[�/������ �� S. agalactiae (formation de 

biofilm et adhésion au fibrinogène). �>�[���v���o�Ç�•���� �����•�� �‰�Œ�}�u�}�š���µ�Œ�•�� ���� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �o���•�� �P���v���•��

SAL_2056 et SAL_2057 pourraient être co-�š�Œ���v�•���Œ�]�š�•�� ���š�� �o�[���v���o�Ç�•���� �‰���Œ�� ���>���^�d�W�� ���� �]�v���]�‹�µ� �� �‹�µ����

�����•���Z�}�u�}�o�}�P�µ���•�������•�������µ�Æ���P���v���•���•�}�v�š��� �P���o���u���v�š�������i�������v�š�•�����Z���Ì�����[���µ�š�Œ���• espèces comme sur 

ICE RD2 de S. pyogenes [371] et �•�µ�Œ���o�[� �o� �u���v�š��������S. urinalis 2285-97 [79].  

 

Par ailleurs, sur les ICE TnGBS1 et TnGBS2 de S. agalactiae NEM316, les trois 

�Z�}�u�}�o�}�P�µ���•�� �����•�� �P���v���•�� ���}�����v�š�� �o���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ������ �•�µ�Œ�(�������� ���[�/�����z515_tRNALys sont adjacents. 

�������]�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �]�v���]�‹�µ���Œ�� �µ�v�� �Œ�€�o���� ���}�v�i�}�]�v�š�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �����v�•�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� ���š�l�}�µ�� �o�[���P�Œ� �P���š�]�}�v��

�����o�o�µ�o���]�Œ���X�� �h�v���� ���}�v�•�š�Œ�µ���š�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������ �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �^���>�z�î�ì57 a été initiée 

mais celle-���]���v�[�����‰�µ�������}�µ�š�]�Œ�������v�•���o�����š���u�‰�•���]�u�‰���Œ�š�]�����š�����}�]�š���!�š�Œ���������Z���À� �������(�]�v���������Œ� �‰�}�v���Œ�������v��

partie à cette hypothèse. 
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V. Propriétés hémolytiques conférées par ICE_ 515_tRNALys 

aux souches 

 

 

1. Production du facteur CAMP II par ICE_515_tRNALys chez S. agalactiae 

 

�>�[���v���o�Ç�•����in silico �����Œ� �À� �o� ���o�����‰�Œ� �•���v���������[�µ�v���v�}�µ�À�����µ���(�����š���µr CAMP (facteur CAMP II) 

au locus tRNA Lysine chez trois souches de S. agalactiae parmi celles qui sont séquencées 

(S. agalactiae 515, COH1 et FSL S3-026). Afin ���[� �š�µ���]���Œ���o���� �Œ�€�o���� �������]�š�]�(���‹�µ���� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� ���}�v�(� �Œ���Œ��

ce nouveau facteur co-hémolytique putatif aux souches de S. agalactiae, des tests CAMP sur 

géloses au sang ont été réalisés. Les souches de S. agalactiae testées pour leur capacité à 

produire une �Œ� �����š�]�}�v���•�Ç�v���Œ�P�]�‹�µ�������[hémolyse en présence de sphingomyélinase produite par 

S. aureus sont la souche 515, possédant les 2 facteurs CAMP, la souche NEM316, possédant 

uniquement le facteur CAMP génomique, et le transconjugant NEM316 (ICE_515_tRNALys) 

qui possède également les deux facteurs CAMP (le facteur CAMP génomique et le facteur 

CAMP II acquis par le transfert conjugatif �������o�[�/�����•��(Figure 46). 

 

Toutes les souches examinées de S. agalactiae présentent une hémolyse 

caractéristique liée à �o���� �‰�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� �(�����š���µ�Œ�� �����D�W (Figure 46). Néanmoins, aucune 

différence dans la taille de la zone de la co-�Z� �u�}�o�Ç�•�����v�[�����‰�µ���!�š�Œ�����u�]�•�������v��� �À�]�����v���������v�š�Œ�����o�� 

souche NEM316 et celle portant ICE_515_tRNALys. 
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Figure 46. Test CAMP sur les souches de S. agalactiae.  

�h�v�� ���o�]�‹�µ�}�š�� ������ ���µ�o�š�µ�Œ���� ���[�µ�v���� �v�µ�]�š�� ������ �o���� �•�}�µ���Z����S. aureus CIP 57.10 a été strié verticalement. 

Perpendiculairement, des aliquots de culture ���[�µ�v���� �v�µ�]�š��de la souche S. agalactiae NEM316 (1), du 

transconjugant NEM316 (ICE_515_tRNALys) (2) et de la souche 515 (3) ont été striés. Les réactions de 

�•�Ç�v���Œ�P�]���� �Œ���‰�Œ� �•���v�š���v�š�� �µ�v�� �Œ� �•�µ�o�š���š�� �‰�}�•�]�š�]�(�� ���µ�� �š���•�š�� �����D�W�� �•�}�v�š�� ��� �š�����š� ���•�� �‰���Œ�� �o���� �‰�Œ� �•���v������ ���[�µ�v���� �Ì�}�v����

hémolytique importante et caractéristique en forme de flèche. 

 

 

 Une anal�Ç�•���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[���Æ���u�]�v���Œ�� �‰�o�µ�•�� �‰�Œ� ���]�•� �u���v�š�� �o�[�]�u�‰�����š�� ������ �o���� �‰�Œ�}���µ���š�]�}�v��

���[�µ�v�� �v�}�µ�À�����µ�� �(�����š���µ�Œ�� �����D�W�� �•�µ�Œ�� �o���� �����‰�����]�š� �� ������S. agalactiae à produire une réaction co-

�Z� �u�}�o�Ç�š�]�‹�µ�������v���‰�Œ� �•���v�������������•�‰�Z�]�v�P�}�u�Ç� �o�]�v���•��������� �š� ���Œ� ���o�]�•� ���X���>�����u���•�µ�Œ�����������o�[�����š�]�À�]�š� �����µ���}�µ��

des facteurs CAMP chez S. agalactiae a été réalisée en microplaques à partir des 

surnageants de culture filtrés des souches S. agalactiae 515, NEM316 et 

NEM316 (ICE_515_tRNALys) (Figure 47). �>�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� �����•�� �•�µ�Œ�v���P�����v�š�•�� �(�]�o�š�Œ� �•�� �‰���Œ�u���š��

���[� �o�]�u�]�v���Œ�� �o�[�]�u�‰�����š�� ������ �o���� �t-hémolysine, ubiquiste chez S. agalactiae�U�� �•�µ�Œ�� �o�[�����š�]�À�]�š� ��

hémolytique observée puisque celle-ci reste attachée à la paroi cellulaire bactérienne. 
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Figure 47. �D���•�µ�Œ�����������o�[�����š�]�À�]�š� �����}-hémolytique du (des) facteur(s) CAMP chez 

S. agalactiae. 

�>�[�����š�]�À�]�š� �� ���}-hémolytique du ou des facteur(s) CAMP produit(s) par les souches de S. agalactiae est 

corrélée avec �o���� ���]�u�]�v�µ�š�]�}�v�� ������ �o�[�]�v�š� �P�Œ�]�š� �� �����•��érythrocytes de mouton concentrés à 1 %. Cette perte 

���[�]�v�š� �P�Œ�]�š� �� ���•�š��visualisée comme une diminution de la densité optique observée par 

spectrophotométrie. �>�[�����š�]�À�]�š� �� ���µ�� �}�µ�� �����•�� �(�����š���µ�Œ�~�•�•�� �����D�W������ � �š� ��évaluée à partir des surnageants de 

culture des souches 515 (cercles vides, sans traitement à la sphingomyélinase de S. aureus et cercle 

plein avec traitement), NEM316 (triangles vides sans traitement et triangles noirs avec traitement) et 

pour le transconjugant NEM316 (ICE_515_tRNALys) (carrés vides sans prétraitement et carrés pleins 

avec traitement). 

�>�[�����š�]�À�]�š� �����}-hémolytique a été mesurée à une densité optique de 630 nm toutes les 30 minutes après 

homogénéisation en utilisant un lecteur de microplaques (Biotek)�X�� �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ���� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���� ���v��

triplicat en utilisant trois échantillons biologiques indépendants. 

 

 

 �>���� �•�µ�]�À�]�� ������ �o���� ���]�u�]�v�µ�š�]�}�v�� ������ �o�[�]�v�š� �P�Œ�]�š� �� ��es érythrocytes de mouton suite à un 

traitement avec de la sphingomyélinase de S. aureus et une incubation en présence de 

surnageant filtré de cultures des souches de S. agalactiae a encore une fois confirmé la 
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production et la sécrétion de facteur(s) CAMP par les souches 515, NEM316 et 

NEM316 (ICE_515_tRNALys) (Figure 47). �>�[�����š�]�À�]�š� �� ���µ�� �~ou des) facteur(s) CAMP permet de 

lyser, en 30 minutes, environ 80 % des érythrocytes de mouton concentrés à 1 %. 

Néanmoins, �o�[�����š�]�À�]�š� �� ���}-hémolytique paraît refléter celle du facteur CAMP génomique 

�‰�µ�]�•�‹�µ�[���µ���µ�v���� �����š�]�À�]�š� �� �������]�š�]�}�v�v���o�o���� �v�[���� � �š� �� �}���•���Œvée pour la souche NEM316 possédant 

ICE_515_tRNALys qui code le facteur CAMP II par rapport à la souche sauvage NEM316. De 

plus, aucune activi�š� �� �������]�š�]�}�v�v���o�o���� �v�[���•�š�� �}���•���Œ�À� ����lorsque les surnageants utilisés lors de 

�o�[���Æ�‰� �Œ�]���v���� �•�}�v�š�����]�o�µ� �•���i�µ�•�‹�µ�[�����í�ò���(�}�]�•�X  

 

 �>�[�Z���u�������•�š���o�[�µ�v�������•�������µ�Æ�����}-facteurs, avec la ménaquinone, qui est indispensable à 

la mise en place de la respiration chez S. agalactiae. La respiration favorise la croissance de 

S. agalactiae [441]. �>�[�Z�Ç�‰�}�š�Z���•���� �•���o�}�v�� �o���‹�µ���o�o���� �o���� �(�����š���µ�Œ�� �����D�W�U en permettant le rejet 

���[�Z���u���� �����v�•�� �o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�U�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �‰���Œ�š�]���]�‰���Œ�� ���� �o���� �Œ���•�‰�]�Œ���š�]�}�v�� ������S. agalactiae a été 

creusée. Des tests ont été réalisés en utilisant différentes conditions de culture induisant ou 

non la respiration (condition statique et condition aérobie avec ajout de ménaquinone et/ou 

���[�Z���u���•�X���>���� ���Œ�}�]�•�•���v������ �������š� �Œ�]���v�v���� ���� � �š� �� � �À���o�µ� ���� �‰���Œ���µ�v���� �u���•�µ�Œ���� �•�‰�����š�Œ�}�‰�Z�}�š�}�u� �š�Œ�]�‹�µ����à 

une densité optique de 600 nm et la biomasse formée par une mesure du poids sec. Aucune 

���]�(�(� �Œ���v������ �v�[���� � �š� �� �Œ���o���À� ���� ���v�š�Œ���� �o���� �•�}�µ���Z���� �‰�}�•�•� �����v�š�� �o�[�/������ ������ �����o�o���� �v���� �o���� �‰�}�•�•� �����v�š�� �‰���•�X��

Néanmoins, le pH est resté similaire dans toutes les conditions mises en place ce qui suggère 

�‹�µ�[���µ���µ�v�������}�v���]�š�]�}�v���µ�š�]�o�]�•� �����v�[�����‰���Œ�u�]�•���o�����u�]�•�������v���‰�o���������������o�����Œ���•piration chez S. agalactiae. 

���[���µ�š�Œ���•�����•�•���]�•�������À�Œ�}�v�š���!�š�Œ�����Œ� ���o�]�•� �•���‰�}�µ�Œ�����}�v�(�]�Œ�u���Œ���o���•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���}���š���v�µ�•�X 

 

 

 

2. Sécrétion du facteur CAMP II chez S. agalactiae 

 

 Les expériences précédentes ont montré que le facteur CAMP II ne semble pas 

���}�v�(� �Œ���Œ�� ���[�����š�]�À�]�š� ��co-hémolytique supplémentaire chez les souches de S. agalactiae 

exprimant déjà le facteur CAMP I génomique. Afin de vérifier que le facteur CAMP II est 

effectivement sécrété, des précipitations de surnageants de culture des souches NEM316 et 

NEM316 (ICE_515_tRNALys�•�� �}�v�š�� � �š� �� �Œ� ���o�]�•� ���•�� ���(�]�v�� ���[�}���•���Œ�À���Œ�� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•��
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sécrétées par une séparation électrophorétique par SDS-PAGE (Figure 48). Les expériences 

ont été réalisées en parallèle en milieu de culture BHI et MCD (Milieu Chimiquement Défini, 

[234]). Les surnageants ont été précipités 250 fois en milieu BHI et 1000 fois en milieu MCD. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48. Séparation électrophorétique des protéines sécrétées des souches de 

S. agalactiae par SDS-PAGE. 

�>���•���•�µ�Œ�v���P�����v�š�•�����������µ�o�š�µ�Œ���������v�•�����µ�����,�/���~�‰�µ�]�š�•���í�����š���î�•�����š�����µ���D�������~�‰�µ�]�š�•���ï�����š���ð�•�����[�µ�v�����v�µ�]�š�������•��souches 

NEM316 (1 et 3) et NEM316 (ICE_515_tRNALys�•���~�‰�µ�]�š�•���î�����š���ð�•���}�v�š��� �š� ���‰�Œ� ���]�‰�]�š� �•�������o�[���]���������[�µ�v���‰�Œ�}�š�}���}�o����

�µ�š�]�o�]�•���v�š�� ������ �o�[�����]������ �š�Œ�]���Z�o�}�Œ�}����� �š�]�‹�µ�� et séparés par SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-

Polyacrylamide) dans un gel de séparation de 12 %. La bande I représente le facteur CAMP I 

génomique tandis que la bande II représente le facteur CAMP II. 

 

 

Les résultats obtenus semblent indiquer que les protéines collectées après 

précipitation des surnageants de culture en milieu BHI se dégradent plus vite que celles 

récupérées du milieu MCD (Figure 48). La séparation des protéines sécrétées retrouvées 

dans les surnageants de culture en milieu MCD montre que la souche NEM316 

BHI MCD 
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(ICE_515_tRNALys) produit une protéine supplémentaire en milieu MCD par rapport à la 

souche NEM316, qui possède une taille approximative similaire à celle attendue pour le 

facteur CAMP II (27,7 kDa). 

 

  Afin de confirmer la sécrétion du facteur CAMP II par la souche 

NEM316 (ICE_515_tRNALys), les bandes du SDS-PAGE correspondant aux protéines d�[�]�v�š� �Œ�!�š��

�����•���•�µ�Œ�v���P�����v�š�•�����������µ�o�š�µ�Œ�����������D�������}�v�š��� �š� ����� ���}�µ�‰� ���•�����š���š�Œ���]�š� ���•�����(�]�v�����[�!�š�Œ�������v���o�Ç�•� ���•���‰���Œ��

chromatographie liquide couplée à de la spectrométrie de masse. Les résultats de 

spectrométrie ont montré que le facteur CAMP II (27,7 kDa) est sécrété de manière très 

similaire voire à un niveau légèrement supérieur par rapport au facteur CAMP I génomique 

(28,3 kDa) (rang 4 pour le facteur CAMP II et 6 pour le facteur CAMP I).  

 

 

3. Fonctions hémolytiques conférées par le facteur CAMP II à des souches 

non pathogènes 

 

Les expé�Œ�]���v�����•�� �‰�Œ� ��� �����v�š���•�� �v�[���Ç���v�š�� �‰���•�� �‰�µ��mettre en évidence de propriétés co-

hémolytiques du facteur CAMP II chez S. agalactiae dans les conditions expérimentales 

mises en place, la construction du mutant interrompu dans le gène SAL_2074 a été initiée. 

Cependant, comme pour la plupart des autres gènes étudiés, les nombreuses tentatives de 

sélection de la double recombinaison sont restées infructueuses. Dans ces conditions, afin 

���[� �š�µ���]���Œ�� �o���� �(�}�v���š�]�}�v�v���o�]�š� �� ���µ�� �(�����š���µ�Œ�� �����D�W�� �/�/�U�� �µ�v�� �À�����š���µ�Œ�� ���[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o����

production hétérologue ������ �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���Z���Ì�� �µ�v���� �•�}�µ���Z���� �Z�€�š���� ���� � �š� �� ���}�v�•�š�Œ�µ�]�š�X La 

fonctionnalité du facteur CAMP II a été ainsi analysée en utilisant la souche Lactococcus 

lactis MG1363 comme souche productrice. Le gène SAL_2074 est exprimé sous le contrôle 

du promoteur constitutif P23 en utilisant le vecteur pOri23 [317]�X���>�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v���������^���>�z�î�ì�ó�ð��

par L. lactis MG1363 a été confirmée par RT-PCR en phase exponentielle et en phase 

stationnaire de croissance (Figure 49). 

 

 



RESULTATS 

178 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49. ���v���o�Ç�•�����������o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v���������^AL_2074 par le vecteur pOri23 chez L. lactis. 

�>�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������ �^���>�z�î�ì�ó�ð�� ���� � �š� �� ���Æ���u�]�v� ���� �‰ar RT-PCR sur les ARN extraits des souches MG1363 de 

L. lactis exprimant ou non SAL_2074 en phase stationnaire de croissance. Les puits 1 et 2 

correspondent respectivement aux RT-PCR réalisées à partir des ARN extraits de L. lactis MG1363 

(pOri23) et L. lactis MG1363 (pOri23-camp515). Les puits 3 et 4 sont les témoins de rétrotranscription 

de ces souches, pour lesquels, la �Œ���š�Œ�}�š�Œ���v���Œ�]�‰�š���•���� �v�[����pas été ajoutée au mélange réactionnel. Le 

puits 5 est le témoin positif et correspond à la RT-PCR réalisée à partir de �o�[���Z�E�����Æ�š�Œ���]�š���������o�����•�}�µ���Z������

S. agalactiae 515. Le puits 6 est le témoin négatif po�µ�Œ���o���‹�µ���o���������o�[�����µ������� �š� �����i�}�µ�š�  au mix réactionnel. 

Le marqueur de taille (MT) est le marqueur VI (Roche Applied Science). Des résultats identiques ont 

été obtenus par RT-PCR à partir des ARN extraits des souches en phase exponentielle de croissance 

(données non montrées). 

 

 

 

���(�]�v�� ���[�}���•���Œ�À���Œ�� �o���� �(�}�v���š�]�}�v�v���oité du facteur CAMP II, des tests CAMP ont été 

effectués en utilisant les souches L. lactis MG1363 (pOri23) et L. lactis MG1363 (pORI23-

camp515) (Figure 50).  
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Figure 50. Test CAMP à partir des souches de Lactococcus lactis exprimant ou non le 

facteur CAMP II. 

�h�v�� ���o�]�‹�µ�}�š�� ������ ���µ�o�š�µ�Œ���� ���[�µ�v���� �v�µ�]�š�� ������ �o���� �•�}�µ���Z���� ���/�W�� �ñ�ó�X�í�ì�� ������S. aureus a été strié verticalement. 

Perpendiculairement, des stries à partir des cultures ���[�µ�v�����v�µ�]�š��de la souche L. lactis MG1363 (pOri23) 

(1), du transformant L. lactis MG1363 (pOri23-camp515) (2) et de la souche témoin S. agalactiae 515 

(3) ont été réalisées.  

 

 

Une hémolyse caractéristique en forme de flèche, similaire à celle de la souche 

S. agalactiae 515, a été observée pour la souche de L. lactis MG1363 (pOri23-camp515) 

contrairement au contrôle négatif MG1363 (pOri23) (Figure 50). Ces résultats prouvent que 

le facteur CAMP II est donc bien un facteur co-hémolytique et�U���‹�µ�[�]�o est fonctionnel chez une 

espèce non pathogène telle que L. lactis MG1363. La fonctionnalité du facteur CAMP II a été 

confirmée par une titration co-hémolytique (Figure 51). Chez L. lactis MG1363, le facteur 

CAMP II permet de lyser environ 80 % des érythrocytes de mouton concentrés à 1 % en 30 

minutes. 
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Figure 51�X���D���•�µ�Œ�����������o�[�����š�]�À�]�š� �����}-hémolytique du facteur CAMP II chez L. lactis. 

�>�[�����š�]�À�]�š� �� ���}-hémolytique du facteur CAMP est corrélée avec la �‰���Œ�š���� ���[�]�v�š� �P�Œ�]�š� �� �����•��érythrocytes de 

mouton concentrés à 1 �9�X�� �����š�š���� �‰���Œ�š���� ���[�]�v�š� �P�Œ�]�š� �� ���•�š�� �À�]�•�µ���o�]�•� ���� �‰���Œ�� �µ�v���� ���]�u�]�v�µ�š�]�}�v�� ������la densité 

optique observée par spectrophotométrie. �>�[�����š�]�À�]�š� �����}-hémolytique a été évaluée pour les souches de 

L. lactis MG1363 (pOri23) (cercles vides, sans traitement à la sphingomyélinase de S. aureus et cercle 

plein avec traitement), MG1363 (pOri23-camp515) (carrés vides sans traitement et carrés noirs avec 

traitement). �>�[�����š�]�À�]�š� �� ���}-hémolytique a été mesurée à une densité optique de 630 nm toutes les 

30 minutes après homogénéisation en utilisant un lecteur de microplaques (Biotek)�X�� �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ����

été réalisée en triplicat en utilisant trois échantillons biologiques indépendants. 

 

 

 ICE_515_tRNALys est un élément pouvant transférer de manière autonome entre 

souches de S. agalactiae. Par conséquent, cet élément pourrait permettre la dissémination 

du gène codant cette toxine formant des pores dans les membranes des érythrocytes dans 

les populations bactériennes ne possédant pas de facteur CAMP.  
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VI. Dissémination des fonctions codées pa r les ICE de la 

�ˆ�ƒ�•�‹�Ž�Ž�‡���†�ïICE_515_tRNALys 

 

 

Les résultats décrits ci-dessus ont révélé que des gènes portés par ICE_515_tRNALys 

codent �����•�� �(�����š���µ�Œ�•�� ������ �À�]�Œ�µ�o���v������ �]�u�‰�o�]�‹�µ� �•�� �•�}�]�š�� �o�}�Œ�•�� ������ �o�[� �š���‰���� ���[�����Z� �•�]�}�v, soit dans les 

propriétés hémolytiques de la souche hôte. Dans la suite logique de ces travaux, la 

transmissibilité potentielle de traits phénotypiques importants dans la virulence des souches 

�‰���š�Z�}�P���v���•�����š���À� �Z�]���µ�o� �•���‰���Œ���o���•���/�������������o�����(���u�]�o�o�������[�/�����z515_tRNALys a été étudiée.  

 

 

1. Transmission de fonctions codées par les ICE de la famille 

���[ICE_515_tRNALys à S. uberis 

 

�����•�� �š�Œ���À���µ�Æ�� ���v�š� �Œ�]���µ�Œ�•�� ���µ�� �•���]�v�� ������ �o�[� �‹�µ�]�‰���� �}�v�š�� �u�]�•�� ���v�� � �À�]�����v������ �µ�v���� �•�}�µ���Z���� ������

S. uberis (19608) qui possède une intégrase proche de celle de la souche 515 de S. agalactiae 

[161]. Le génome complet de la souche de S. uberis 19608 a été séquencé en collaboration 

���À������ �o�[� �‹�µ�]�‰���� ���µ�� �W�Œ�}�(���•�•���µ�Œ P. Glaser (équipe Génomique et évolution bactérienne, Institut 

Pasteur, Paris) ���(�]�v�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �o���� �•� �‹�µ���v������ ���[�����E�� ���}�u�‰�o���š���� ������ �o�[� �o� �u���v�š�� �P� �v� �š�]�‹�µ���� �u�}���]�o����

putatif de cette souche.  

 

�>���� �•� �‹�µ���v�����P���� ���� ���}�v�(�]�Œ�u� �� �o���� �‰�Œ� �•���v������ ���[�µ�v�� �/������ �]�v�š� �P�Œ� �� ���� �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� �� �ï�[�� ���µ�� �P���v����

���}�����v�š���o�[���Z�E�š���>�Ç�•�]�v�������Z���Ì���o�����•�}�µ���Z�����í�õ�ò�ì�ô (ICE_SUB19608_tRNALys) (Figure 52). Néanmoins, 

la totalité de la séquence �������o�[�/�������‰�µ�š���š�]�(���v�[�� pas pu être obtenue lors de ce séquençage. Des 

séquençages sont actuellement réalisés afin de combler �o���•���•� �‹�µ���v�����•���u���v�‹�µ���v�š���•���������o�[�/����. 

�>�����š���]�o�o�����š�}�š���o�����������o�[� �o� �u���v�š���‰�}�µ�Œ�Œ�������]�v�•�]���!�š�Œ������� �š���Œ�u�]�v� ��.  

 

Le séquençage complet de S. uberis �í�õ�ò�ì�ô�������‰���Œ�u�]�•�����[�}���š���v�]�Œ���µn contig de 17391 pb 

qui inclut un module complet de conjugaison et de recombinaison (excisionase et intégrase) 

(Figure 52)�X�� �>�[�]�v�š� �P�Œ���•���U�� ���}�u�u����chez la souche S. agalactiae 515, est située à proximité 

immédiate du site de recombinaison attR (Figure 52). �>���� �P���v���� ���}�����v�š�� �o�[�]�v�š� �P�Œ���•���� ������ �o�[�/������
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�]�v�š� �P�Œ� �������o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���P���v�������}�����v�š���o�[���Z�E�š Lysine chez S. uberis (ICE_SUB19608_tRNALys) 

présente 87 �9�� ���[�]�����v�š�]�š� �� ���À������ �����o�µ�]�� ���[�/�����z515_tRNALys tandis que le gène codant 

�o�[���Æ���]�•�]�}�v���•���� ���[�/�����zSUB19608_tRNALys présente, quant à lui, 89 �9�� ���[�]�����v�š�]�š� �� ���À������ �����o�µ�]��

���[�/�����z515_tRNALys. 

 

Le module de conjugaison est complet et proche de ceux appartenant à la famille 

���[ICE_515_tRNALys de S. agalactiae et �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���‰���Œ�u���š�š�Œ�����o�����š�Œ���v�•�(���Œ�š���������o�[� �o� �u���v�š�X�� 

 

 

�>���� �•� �‹�µ���v�����P���� ������ �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� �� �ñ�[�� ���[�/�����zSUB19608_tRNALys ���� �Œ� �À� �o� �� �o���� �‰�Œ� �•���v������ ���[�µ�v��

gène codant une protéine de virulence de la famille ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target-

6) (Figure 52).  

Les protéines de la famille ESAT-�ò�U�� �‰���š�]�š���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �•� ���Œ� �š� ���•�� ���[���v�À�]�Œ�}�v�� �õ�ñ acides 

aminés, ont été caractérisées pour la première fois chez M. tuberculosis [295]. Divers travaux 

montrent que ces protéines sont impliquées dans la virulence de M. tuberculosis en 

intervenant dans la survie cellulaire et dans la multiplication de M. tuberculosis ���Z���Ì�� �o�[�Z�€�š����

[181, 236, 295, 386, 428]. Par ailleurs, le gène est absent de toutes les souches vaccinales 

atténuées de M. tuberculosis connues [44]. Les protéines de la famille ESAT-6 sont 

également importantes dans la pathogenèse de S. aureus [57]. Les protéines de cette famille 

ont été retrouvées dans les génomes de B. subtilis, B. anthracis, Clostridium acetobutylicum 

et Listeria monocytogenes [295]�X�� �>�}�Œ�•�� �����•�� �‰�Œ���u�]���Œ���•�� �‰�Z���•���•�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�� ���Z���Ì�� �o�[�,�}�u�u�� et 

chez plusieurs espèces animales (primates, vaches et ���}���Z�}�v�•�� ���[�/nde notamment), de 

nombreux épitopes, présents sur les protéines de la famille ESAT-6, sont de très importantes 

���]���o���•�����v���À�µ�����������o�[�����š�]�À���š�]�}�v���������o�����Œ� �‰�}�v�•�����]�u�u�µ�v�]�š���]�Œ����[44]�X�����[���µ�š�Œ�����‰���Œ�š�U���]�o�����•�š���]�u�‰�}�Œ�š���v�š��������

�v�}�š���Œ���‹�µ�[�µ�v����� �š�µ�������š�Œ���v�•���Œ�]�‰�š�}�u�]�‹�µ���������u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�����o�����P���v�����'���^�í�ì�ó�ð�����}�����v�š���µ�v�����‰�Œ�}�š� �]�v����������

la famille ESAT-6 chez S. agalactiae NEM316 était surexprimé quand la souche croît dans du 

fluide amniotique humain [370]. Néanmoins, aucun rôle précis des protéines ni aucune 

� �š���‰���� �•�‰� ���]�(�]�‹�µ���� ���[�]�v�š���Œ�À���v�š�]�}�v�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �o�}�Œ�•�� ������ �o�[�]�v�(�����š�]�}�v�� �v�[�}�v�š�� �‰�µ�� �!�š�Œ���� �u�]�•�� ���v��

évidence jusque là [44]. 
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Figure 52�X���^���Z� �u�����������o�[� �o� �u���v�š���]�v�š� �P�Œ� �������o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���P���v�������}�����v�š���µ�v�����Z�E�šLys chez S. uberis 19608. 

Les gènes sont indiqués en dessus des flèches les représentant. Les ORF A à Q font partie du module de conjugaison. Le �P���v���� ���}�����v�š�� �o�[���Æ���]�•�]�}�vase (xis) et 

�o�[�]�v�š� �P�Œ���•�����~�]�v�š�•�����}�v�•�š�]�š�µ���v�š���o�����u�}���µ�o�����������Œ�����}�ubinaison. La partie du module de conjugaison en orange ainsi que le module de recombinaison ont une taille 

de 17391 pb. 
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Des gènes codant des protéines de la famille ESAT-6 sont également présents sur les 

� �o� �u���v�š�•�� �u�}���]�o�]�•�����o���•�� �]�v�š� �P�Œ� �•�� ���� �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� �� �ï�[�� ���µ�� �P���v���� ���}�����v�š�� �o�[���Z�E�šLys des souches 

séquencées de S. agalactiae ���[�}�Œ�]�P�]�v�����Z�µ�u���]�v���W A909 (IME), NEM316 (CIME), H36B (CIME) et 

�•�µ�Œ���o�[� �o� �u���v�š���������o�����•�}�µ���Z�������:���í�í�í (Tableau 9). Chez ces souches, les gènes sont identiques 

entre eux. Le gène codant la protéine de la famille ESAT-6 codé par ICE_SUB19608_tRNALys 

présente 95 �9�����[�]�����v�š�]�š� �����À�����������µ�Æ�����}��� �•���‰���Œ���o���•���/�D�������š�����/�D�������Z���Ì��S. agalactiae.  

 

Les souches de S. agalactiae qui possèdent des ICE à ce locus ne possèdent pas ce 

gène au sein de celui-ci. Néanmoins, des homologues de cette protéine sont présents sur 

�š�}�µ�•�� �o���•�� �`�o�}�š�•�� �P� �v� �š�]�‹�µ���•�� �]�v�š� �P�Œ� �•�� ���µ�� �•�]�š���� ���[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v�� ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����vt au gène rpsI des 

souches de S. agalactiae dont les séquences sont disponibles [40] (Tableau 9). Tous les gènes 

intégrés au niveau du locus rpsI, qui codent ces protéines, présentent 94 �9�� ���[�]�����v�š�]�š� �� ���À������

�����µ�Æ���]�v�š� �P�Œ� �•�������o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���P���v�������}�����v�š���o�[���Z�E�š���>�Ç�•�]�v���X 

 

 

Tableau 9. Gènes codant les protéines de la famille ESAT-6 chez des souches 

séquencées de  S. agalactiae. 

Le nom des gènes codant des protéines de la famille ESAT-6 chez différentes souches de S. agalactiae 

���]�v�•�]���‹�µ�����o���µ�Œ���•�]�š�������[�]�v�š� �P�Œ���š�]�}�v���•�}�v�š���]�v���]�‹�µ� �•�X 
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Par ailleurs, des gènes homologues sont également présents sur des régions ne 

correspondant à aucun élément génétique mobile (Tableau 9). Les souches 18RS21, 515, 

2603 V/R et NEM316 possèdent un gène homologue tandis que les souches A909, H36B et 

CJB111 possèdent deux gènes homologues. De manière très intéressante, les deux gènes 

homologues de chacune des souches A909, H36B et CJB111 sont adjacents et présentent 

une identité très forte ce qui suggère un évènement de duplication de gènes. Les gènes 

homologues codant des protéines de la famille ESAT-�ò���‹�µ�]���v�����•�}�v�š���‰���•���]�v�š� �P�Œ� �•�����µ���•���]�v�����[�µ�v��

îlot génomique présentent tous approximativement 85 �9�� ���[�]�����v�š�]�š� �� ���À������ �����µ�Æ�� �]�v�š� �P�Œ� �•�� ���µ��

locus rpsI. 

Les protéines de la famille ESAT-6 sont donc prévalentes chez S. agalactiae et les ICE 

������ �o���� �(���u�]�o�o���� ���[�/�����z515_tRNALys ont pu contribuer à leur dissémination, notamment chez 

S. uberis. 

 �>���•�� �•� �‹�µ���v�����P���•�� �À�]�•���v�š�� ���� �‰���Œ�u���š�š�Œ���� ���[�}���š���v�]�Œ�� �o���� �•� �‹�µ���v������ ���}�u�‰�o���š���� ������

�o�[�/�����zSUB19608_tRNALys vont être poursuivis afin de déterminer la présence éventuelle 

���[���µ�š�Œ���•���P���v���•�����}�����v�š�������•���(�}�v���š�]�}�v�•�����[�]�v�š� �Œ�!�š���~�������‰�š���š�]�}�v�����š�l�}�µ���À�]�Œ�µ�o���v�����•�X 

 

 

 

2. Recherche de réaction synergique type CAMP II chez des souches de 

s�š�Œ���‰�š�}���}�‹�µ���•�����[�}�Œ�]�P�]�v�����À� �š� �Œ�]�v���]�Œ�� 

 

La propriété co-hémolytique conférée par ICE_515_tRNALys, plus facilement 

détectable que les autres fonctions codées par l�[� �o� �u���v�š�U�� ���� � �š� �� �µ�š�]�o�]�•� ���� �‰�}�µ�Œ�� �o���� �•�µ�]�š���� ������

�o�[évaluation du transfert inter-espèces �����•�� �/������ ������ �o���� �(���u�]�o�o���� ���[�/�����z515_tRNALys. Ainsi, une 

large collection de s�š�Œ���‰�š�}���}�‹�µ���•�� ���[�}�Œ�]�P�]�v���� �À� �š� �Œ�]�v���]�Œ���� ���� � �š� �� � �š�µ���]� ���� ���(�]�v�� ���[���Æ���u�]�v���Œ�� �o����

capacité des souches à générer une réaction co-hémolytique de type CAMP avec S. aureus. 

Cette collection a inclu des souches de S. uberis (n=449), S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 

(n=162), S. bovis (n=31), S. suis (n=26) et S. dysgalactiae subsp. equisimilis (n=9). Les souches 

sont toutes issues du �Œ� �•�����µ���v���š�]�}�v���o�����[� �‰�]��� �u�]�}�•�µ�Œ�À���]�o�o���v�������������o�[���v�š�]���]�}�Œ� �•�]�•�š���v���������Z���Ì���o���•��

animaux en France �~�Z���^���W���d�,�•�� �u�]�•���•�� ���v�� ���}�o�o�����š�]�}�v�� ���� �o�[���E�^���^�� ������ �>�Ç�}�v�X�� �>���� �‰�o�µ�‰���Œ�š�� ���[���v�š�Œ����
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elles, notamment les souches de S. uberis et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, sont des 

souches infectieuses issues de mammites bovines. 

 

Vingt-trois souches, soit 3,4 % des souches totales de la collection étudiée, 

présentent un phénotype CAMP positif dont vingt souches de S. uberis (4,4 %), une souche 

de S. bovis (3,2 %), une souche de S. dysgalactiae subsp. equisimilis (11,1 %) et une souche 

de S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae (0.6 %) (Tableau 5, page 101). Les souches de 

streptocoques CAMP positives ont été collectées à travers 11 départements français entre 

1984 et 2010 (Figure 53). �>���•���•�}�µ���Z���•���}�v�š��� �š� ���‰�Œ�]�v���]�‰���o���u���v�š���]�•�}�o� ���•�����������}�À�]�v�•�����[�µ�v�����Œ� �P�]�}�v��

au Nord Ouest de la France ���š���������o�[���•�š�X 

 

 

��

��

��

��

��

��

��

Figure 53. Origine des isolements en France des streptocoques présentant une réaction 

synergique co-hémolytique de type CAMP. 

Carte de France permettant de visualiser la localisation ������ �o�[�]�•�}�o���u���v�š�� �����•�� �•treptocoques 

CAMP positifs. Les numéros indiquent le nombre de souches CAMP positives prélevées dans le 

département.  
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3. Détection du gène codant le facteur CAMP II chez les souches de terrain 

 

Les gènes codant les facteurs responsables de la réaction co-hémolytique chez les 

souches de terrain ont été recherchés par PCR en utilisant des amorces conçues à partir des 

séquences du gène SAL_2074 codant le facteur CAMP II (CAMP factor II BamHI Fwd et CAMP 

factor II NsiI Rev) (Tableau 6, page 107). Une amplification positive a été observée pour la 

souche 7434 de S. bovis et la souche 20591 de S. dysgalactiae subsp. equisimilis (Tableau 5, 

page 101). Les produits PCR obtenus �����‰���Œ�š�]�Œ���������o�[�����E���P� �v�}�u�]�‹�µ���������•���•�}�µ���Z���•��������S. bovis et 

S. dysgalactiae subsp. equisimilis ont été séquencés. �>�[��nalyse des séquençages a révélé une 

très forte identité nucléotidique (supérieure à 96 %) entre les gènes codant les facteurs 

CAMP de ces souches et le gène codant le facteur CAMP II présent sur ICE_515_tRNALys. 

 

Afin de caractériser les facteurs CAMP produits par les souches de terrain ���[�}�Œ�]�P�]�v����

vétérinaire de S. uberis et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae�U�������•�����u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�•�����[�����E���}�v�š��

été effectuées en utilisant des amorces conçues à partir de la séquence du facteur Uberis 

produit par quelques souches de S. uberis déjà décrites. Toutes les souches de S. uberis 

�š���•�š� ���•�� �~�v�A�î�ì�•�� �}�v�š�� �‰�Œ� �•���v�š� �� �µ�v�� �•�]�P�v���o�� ���[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v positif. Les amplifiats ont été 

séquencés pour dix souches choisies aléatoirement et les séquences obtenues ont montré 

que les facteurs produits par les souches de terrain de S. uberis étaient similaires au facteur 

Uberis déjà décrit (identité nucléotidique supérieure à 97 %). 

Il est à noter que, dans cette étude, seul le facteur produit par 

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae �v�[����pas pu être caractérisé. La conception de nouvelles 

���u�}�Œ�����•�� �}�µ�� �o���� �Œ� ���o�]�•���š�]�}�v�� ���[�µ�v���� �����v�‹�µ���� ���[�����E�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �‰���Œ�u���š�š�Œ���� ������ �����Œ�����š� �Œ�]�•���Œ�� �o���� �P���v����

responsable de la réaction co-hémolytique chez S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae. 

 

�����•�� �(�����š���µ�Œ�•�� �š�Ç�‰���� �����D�W�� �}�v�š�� ��� �i���� � �š� �� ��� ���Œ�]�š�•�� ���Z���Ì�� ���[���µ�š�Œ���•��streptocoques comme 

S. pyogenes, S. uberis, S. porcinus et S. canis. Des BLAST protéiques indiquent que ces 

homologues présentent des homologies significatives avec le facteur CAMP de S. agalactiae 

(de 34 à 99 %). Néanmoins, ces travaux suggèrent une dissémination plus large que 
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���}�v�•�]��� �Œ� ���� �i�µ�•�‹�µ�[���o�}�Œ�• des facteurs CAMP parmi les streptocoques puisque ceci est la 

première description chez S. bovis et S. dysgalactiae subsp. equisimilis. Par ailleurs, S. bovis 

est une espèce décrite comme �v�[���Ç���v�š���‰���•���o���������‰�����]�š� ���������o�Ç�•���Œ���o���•��� �Œ�Ç�š�Z�Œ�}���Ç�š���•�X���>�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v��

du facteur CAMP par une nouvelle espèce comme S. bovis pourrait lui permettre ���[�����‹�µ� �Œ�]�Œ��

du fer environnemental par le biais de la réaction co-hémolytique, de mettre en place un 

métabolisme respiratoire et �������•�[�������‰�š���Œ�������������v�}�µ�À�����µ�Æ�����v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�•.  

 

 

4. Fonctionnalité du facteur CAMP II chez des streptocoques de terrain 

 

 Puisque les transferts inter-espèces se produisent dans les habitats naturels, de tels 

évènements ayant été détectés chez des souches de S. uberis et 

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, [161], le facteur CAMP II pourrait conférer des 

propriétés co-hémolytiques à des souches pathogènes ne possédant pas encore de facteur 

CAMP si ICE_515_tRNALys était transféré. Afin de vérifier cette hypothèse, des souches de 

terrain du réseau RESAPATH ont été examinées pour leur capacité ���[�����‹�µ� �Œ�]�Œ�� �µ�v���� �š���o�o����

fonction.  

 

�����v�•�� �����š�� �}���i�����š�]�(�U�� �o���� �À�����š���µ�Œ�� �‰�K�Œ�]�î�ï�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ���µ�� �P���v���� �^���>�z�î�ì�ó�ð��

codant le facteur CAMP II sous le contrôle du promoteur P23 a été transféré par 

électroporation chez les souches S. bovis 1052 et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 593 qui 

ne présentaient pas de réaction synergique type CAMP lors des criblages des souches de la 

collection du RESAPATH (Tableau 5, page 101). Le phénotype hémolytique des deux 

�š�Œ���v�•�(�}�Œ�u���v�š�•�� �}���š���v�µ�•�� ���� � �š� �� � �À���o�µ� �� �‰���Œ�� �����•�� �š���•�š�•�� �����D�W�X�� �h�v���� �Ì�}�v���� ���[�Z� �u�}�o�Ç�•���� �•�Ç�v���Œ�P�]�‹�µ����

caractéristique similaire à celle observée pour la souche témoin S. agalactiae 515 a été 

observée pour chacun des deux transformants en comparaison des souches sauvages (Figure 

54A). Ce résultat a été confirmé par une �u���•�µ�Œ���� ������ �o�[�����š�]�À�]�š�  co-hémolytique en 

microplaques (Figure 54B). 
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Figure 54. Expression du facteur CAMP II chez des streptocoques pathogènes. 

A. Tests CAMP à partir des cultures des souches S. bovis 1052 (pOri23) (1), S. bovis 1052 (pOri23-

camp515) (2), S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 593 (pOri23) (3), S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 

593 (pOri23-camp515) (4) et S. agalactiae 515 (contrôle positif) (5). 

B. Mesure de l�[�����š�]�À�]�š� �� ���}-hémolytique des souches de S. bovis 1052 wt (cercles pleins avec 

pOri23-camp515 ���š�� �����Œ���o���•�� �À�]�����•�� �•���v�•�� �o�[�]�v�•���Œ�š) et de S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 593 (cercles 

pleins avec pOri23-camp515 ���š�� �����Œ���o���•���À�]�����•�� �•���v�•�� �o�[�]�v�•���Œ�š). La pe�Œ�š���� ���[�]�v�š� �P�Œ�]�š� �� �����•�� � rythrocytes due à 

�o�[�����š�]�À�]�š� �� ���µ�� �(�����š���µ�Œ�� �����D�W�� �/�/�� ���� � �š� �� � �À���o�µ� ���� �‰���Œ�� �����•�� �u���•�µ�Œ���•�� �•�‰�����š�Œ�}�‰�Z�}�š�}�u� �š�Œ�]�‹�µ���•�� ���� �µ�v���� ���K�� ������

630 �v�u�� �š�}�µ�š���•�� �o���•�� �ï�ì�� �u�]�v�µ�š���•�� ���v�� �µ�š�]�o�]�•���v�š�� �µ�v�� �o�����š���µ�Œ�� ������ �u�]���Œ�}�‰�o���‹�µ���•�� �~���]�}�š���l�•�X�� �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ���� � �š� ��

réalisée en triplicat en utilisant trois échantillons biologiques indépendants. Des contrôles ont été 

effectués sans prétraitement à la sphingomyélinase. 

 

 Pris collectivement, ces résultats confirment la fonctionnalité du facteur CAMP. 

Etant donné le protocole mis au point (utilisation uniquement du surnageant pour les 

titrations co-hémolytiques), ces résultats confirment également que le facteur CAMP II peut 

être produit et sécrété par S. bovis et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.  
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5. Présence ���[� �o� �u���v�š�•�� �]�v�š� �P�Œ� �•�� ���� �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� �� �ï�[�� ���µ�� �P���v���� ���}�����v�š�� �µ�v�� ���Z�E�š��

Lysine chez les souches de terrain CAMP positives 

 

 

5.1. Recherche �������o�[�]�v�š� �P�Œ���•���������•���/�������������o�����(���u�]�o�o�������[�/�����z515_tRNALys 

 

 Une recherche ���[� �o� �u���v�š�•�� �P� �v� �š�]�‹�µ���•�� �]�v�š� �P�Œ� �•�� ���� �o�[���Æ�š�Œé�u�]�š� �� �ï�[�� ���µ�� �P���v���� ���}�����v�š��

�o�[ARNt Lysine (anticodon CTT) a été réalisée pour les souches de streptocoques de terrain 

présentant un phénotype CAMP positif afin de déterminer une éventuelle corrélation entre 

le portage de gènes codant un facteur CAMP ���š�� �o���� �‰�Œ� �•���v������ ���[� �o� �u���v�š�•�� �P� �v� �š�]�‹�µ���•��

intégratifs et conjugatifs à ce locus. Par conséquent, la présence de gènes codant des 

intégrases a été recherchée chez ces souches. Dans cette optique, des amorces ont été 

conçues à partir des séquences des intégrases portées par ICE_515_tRNALys et 

ICE_SUB19608_tRNALys et ont été utilisées pour des PCR utilisant comme matric���� �o�[�����E��

génomique total extrait des souches de terrain (Tableau 5, page 101). Les amorces conçues à 

�‰���Œ�š�]�Œ�� ���[�/�����z515_tRNALys sont ICE_515_tRNALys integrase Fwd et Rev tandis que celles 

���}�v���µ���•�� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ������ �o���� �•� �‹�µ���v������ ���[�/�����zSUB19608_tRNALys sont listées comme 

ICE_SUB19608_tRNALys integrase Fwd et Rev (Tableau 6, page 107).  

 

 

 Vingt et une souche sur les vingt trois souches examinées possèdent une intégrase 

�•�]�u�]�o���]�Œ���� ���� �����o�o���� ���[�/�����zSUB19608_tRNALys (Tableau 10). Les souches positives portant 

�o�[�]�v�š� �P�Œ���•�����]�v���o�µ���v�š���o���•���•�}�µ���Z���•��������S. bovis 7434, S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591 et 

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 24084. Seules les amplifications réalisées à partir de 

�o�[�����E�� �P� �v�}�u�]�‹�µ���� �����•�� �•�}�µ���Z���•�� �î�í�ð�ñ�õ�� ���š�� �î�î�ð�õ�î�� ������S. uberis �v�[�}�v�š�� �‰���•�� �‰�Œ� �•���v�š� �� ������ �•�]�P�v���o��

positif ���[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�������v�•���o���•�����}�v���]�š�]�}�v�•���š���•�š� ���•�X 
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Tableau 10�X���Z� �•�µ�o�š���š�•�������•�����u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�•���‰���Œ���‰�}�o�Ç�u� �Œ���•�������v�����Z���]�v�����}���š���v�µ�•�����v���À�µ�����������o�[� �À���o�µ���š�]�}�v���������o�������]�•�•� �u�]�v���š�]�}�v������s fonctions 

conférées par ICE_515_tRNALys. 

�>���•���W���Z���}�v�š��� �š� ���Œ� ���o�]�•� ���•�������v�•�������•�����}�v���]�š�]�}�v�•���•�š���v�����Œ���•�������‰���Œ�š�]�Œ���������o�[�����E���P� �v�}�u�]�‹�µ�������Æ�š�Œ���]�š�������•���•�}�µ���Z���•���������•�š�Œ���‰�š�}���}�‹�µ���•���������šerrain. Un signe « + » signifie 

la présence du gène chez la souche correspondante et un signe « - »  �•�]�P�v�]�(�]�����o�[�����•���v�������������������P���v���X
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5.2. Recherche du site de recombinaison droit (attR) des ICE de la 

�(���u�]�o�o�������[�/�����z515_tRNALys 

 

 Afi�v�����������}�v�(�]�Œ�u���Œ���o�����‰�Œ� �•���v���������[�µ�v���P���v�������}�����v�š���µ�v�����]�v�š� �P�Œ���•�� à proximité du gène 

���}�����v�š�� �o�[ARNt Lysine, des amplifications supplémentaires ont été réalisées. Ainsi, une 

���u�}�Œ������ ���� � �š� �� ���}�v���µ���� �‰�}�µ�Œ�� �•�[�Z�Ç���Œ�]�����Œ�� �•�µ�Œ�� �o���� �P���v���� ���}�����v�š�� �o�[���Z�E�š�� �>�Ç�•�]�v���� �~�š�Z�E��Lys AAA Rev) 

(Tableau 6, page 107)�X�� �>���� ���}�µ�‰�o���� ���[���u�}�Œ�����•��« ICE_SUB19608_tRNALys integrase Fwd » et 

« tRNALys AAA Rev » �‰���Œ�u���š�����[���u�‰�o�]�(�]���Œ���o�����Œ� �P�]�}�v���]�v�š���Œ�P� �v�]�‹�µ�����‰�µ�š���š�]�À�����•�]�š�µ� �������v�š�Œ����le gène 

codant �o�[�]�v�š� �P�Œ���•���� ���š�� �o���� �P���v���� ���}�����v�š�� �o�[���Z�E�š�� �>�Ç�•�]�v���X�� �����š�š���� �Œ� �P�]�}�v�� �]�v�š���Œ�P� �v�]�‹�µ���� ���}�]�š��

comprendre le site de recombinaison droit (attR) �������o�[� �o� �u���v�š���•�[�]�o���Ç�������‰�Œ� �•���v���������[�µ�v��élément 

génétique mobile (Figure 55).      

 

 �����•�� �•�]�P�v���µ�Æ�� ���[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�� �‰�}�•�]�š�]�(�•��de taille attendue par rapport au contrôle 

positif (souche S. agalactiae 515) ont été obtenus pour 17 des 23 souches testées dont 

S. bovis 7434 et S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591 (Tableau 10). Afin de confirmer la 

présence du site attR, les produits PCR obtenus ont été séquencés�X���>�[���v���o�Ç�•���������•���•� �‹�µ���v�����•��

a permis ������ ��� �š���Œ�u�]�v���Œ�� �o���� �‰�Œ� �•���v������ ���[�µ�v�� �•�]�š����attR de séquence très proche de celui 

���[�/�����z515_tRNALys pour 15 des 17 souches dont S. bovis 7434. Les sites attR de ces souches 

présentent ainsi de 78 à 86 �9�� ���[�]�����v�š�]�š� ��par rapport au site de recombinaison 

���[ICE_515_tRNALys (Tableau 11, page 194). Les séquences des régions intergéniques des 

souches S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591 et S. uberis 20222 sont celles qui diffèrent 

le plus de celle de la souche S. agalactiae 515 (Figure 56, page 195). 

 

 ������ �u���v�]���Œ���� �v�}�š�����o���U�� �o���•�� ���•�•���]�•�� ���[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ������ �o�[�����E�� �P� �v�}�u�]�‹�µ���� ������ �o����

souche S. uberis �î�í�ð�ñ�õ�� �v�[ont pas permis ���[���u�‰�o�]�(�]���Œ�� �o���� �P���v���� ���}�����v�š�� �o�[intégrase mais une 

amplification du site attR a été �}���š���v�µ���X���������]���‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ���‰���Œ���µ�v�������]�À���Œ�P���v�������������o����

�•� �‹�µ���v������ ���µ�� �P���v���� ���}�����v�š�� �o�[�]�v�š� �P�Œ���•���� �v���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �‰���•�� �o�[�Z�Ç���Œ�]�����š�]�}�v�� ������ �o�[���u�}�Œ������

ICE_SUB19608_tRNALys Rev.  
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Figure 55. Emplacement sur ICE_515_tRNALys des amorces utilisées dans la détection des sites de recombinaison attR des éléments intégrés 

chez les souches de terrain, des PCR « long range » et des PCR nichées. 
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 Par ailleurs, les souches 21457, 21468, 19908 et 19909 de S. uberis possèdent un 

gène codant �o�[intégrase mais aucune amplification de la région intergénique entre 

�o�[intégrase et �o�[ARNtLys �v�[���� �‰�µ�� �!�š�Œ���� �À�]�•�µ���o�]�•� �� dans les conditions testées. Les amorces 

utilisées dans ces travaux étant très spécifiques, elles ne permettent donc peut-être pas 

�o�[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v���������•� �‹�µ���v�����•���µ�v���‰���µ���‰�o�µ�•�����]�À���Œ�P���v�š���•�X 

 

 

 

Tableau 11. Identité de séquences entre les sites de recombinaison attR des souches de 

�š���Œ�Œ���]�v�����š�������o�µ�]�����[ICE_515_tRNALys. 

�>���� �‰�}�µ�Œ�����v�š���P���� ���[�]�����v�š�]�š� �� ������ �•� �‹�µ���v������ ���š�� �o���� �‰�}�µ�Œ�����v�š���P���� ������ ���}�µ�À���Œ�š�µ�Œ���� �����•�� �•� �‹�µ���v�����•�� �����•��

sites attR des souches de terrain et le site attR d�[�/�����z515_tRNALys ont été obtenus en alignant 

les séquences par BLAST (bl2seq). 

 

 
Souches 

Identité de 
séquences  

Couverture de la 
séquence 

S. uberis 21639 85% 100% 
S. uberis 21459 85% 100% 
S. uberis 21512 85% 100% 
S. uberis 19827 85% 100% 
S. uberis 19843 82% 100% 
S. uberis 1352 85% 100% 
S. uberis 1825 85% 100% 
S. uberis 11535 85% 100% 
S. uberis 12538 85% 100% 
S. uberis 19623 78% 79% 
S. uberis 20576 85% 100% 
S. uberis 20965 86% 86% 
S. uberis 19168 82% 85% 
S. uberis 20222 69% 90% 
S. uberis 16193 85% 100% 
S. bovis 7434 85% 100% 
S. equisimilis 20591 54% 70% 
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Figure 56. Alignement avec le site attR ���[�/����_515_tRNALys des séquences des sites attR �‰�Œ� �•���v�š�•�������o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�������•���P���v���•�����}�����v�š�������•�����Z�E�š��
Lysine chez les souches de streptocoques isolés du RESAPATH présentant un phénotype CAMP positif.  

�>�[���o�]�P�v���u���v�š������� �š� ���Œ� ���o�]�•� �����v���µ�š�]�o�]�•���v�š���o�����o�}�P�]���]���o���s�����š�}�Œ���E�d�/���~�/�v�s�]�š�Œ�}�P���v�•�X 
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6. Corrélation entre la présence du gène codant le facteur CAMP II et la 

�‰�Œ� �•���v���������[�/�������}�µ�����[� �o� �u���v�š�•���•�]�u�]�o���]�Œ���•�����Z���Ì���o���•���•�}�µ���Z���•���������š���Œ�Œ���]�v 

 

 La prospection de la collection de souches de différentes espèces de streptocoques 

ayant révélé que certaines souches possédaient un facteur CAMP II mais également des 

éléments �]�v���]�‹�µ���v�š���‹�µ�[���o�o���•���‰�}�•�•� �����]���v�š���µ�v��� �o� �u���v�š���]�v�š� �P�Œ� �������o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���P���v�������}�����v�š��

un ARNt Lysine �~�P���v���� ���}�����v�š�� �o�[�]�v�š� �P�Œ���•���� ���š�l�}�µ�� �•�]�š����attR)�U�� �v�}�µ�•�� ���À�}�v�•�� �À�}�µ�o�µ�� ��� �š���Œ�u�]�v���Œ�� �•�[�]�o��

existait une corrélation entre la présence du gène codant le facteur CAMP II et ���[éléments 

intégrés à ce locus. Pour ceci, les cibles ont été les éléments intégrés chez les souches 

S. bovis 7434 et S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591.  

 

 ���(�]�v�� ���[� �š�����o�]�Œ�� �µ�v���� �Œ���o���š�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �o���� �‰�}�Œ�š���P���� ���[�/������ �}�µ�����[éléments similaires et la 

présence du gène SAL_2074 (facteur CAMP II), �����•�� �W���Z�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[���u�‰�oifier des 

�(�Œ���P�u���v�š�•�����[�����E���‰�o�µ�•���o���Œ�P���• �}�v�š��� �š� ���Œ� ���o�]�•� ���•�X�����(�]�v�����[�}���š���v�]�Œ���o�����‰�}�•�]�š�]�}�v�������•���P���v���•���^���>�z�î�ì�ó�ð��

�‰���Œ�� �Œ���‰�‰�}�Œ�š�� ���µ�� �P���v���� ���}�����v�š�� �o�[���Z�E�š�� �>�Ç�•�]�v���U��des PCR �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�� ������grands 

fragments (PCR « long range ») ont été entreprises ���(�]�v�� ���[���u�‰�o�]�(�]���Œ�� �o���� �Œ� �P�]�}�v�� �P� �v�}�u�]�‹�µ����

située entre les gènes ���}�����v�š���o�[���Z�E�š���>�Ç�•�]�v�������š���o���•���(�����š���µ�Œ�•�������D�W���/�/���‰�Œ� �•���v�š�•�����Z���Ì��S. bovis et 

S. dysgalactiae subsp. equisimilis (Figure 55, page 193). Malgré de nombreuses tentatives, 

cette région �v�[a pas pu être amplifiée. Il est à noter que chez la souche 515 de S. agalactiae, 

cette région a une longueur de plus de 34 kb ce qui pourrait expliquer la difficulté à amplifier 

un fragment ���[�µ�v�����š���]�o�o����si importante chez les souches de terrain (Figure 55, page 193). 

 

 Afin de surmonter �����š�š�������]�(�(�]���µ�o�š� �U�����[���µ�š�Œ���•���W���Z��« long range » ont été réalisées en 

utilisant une ���u�}�Œ������ �•�[�Z�Ç���Œ�]�����v�š�� �����v�•�� �o���� �P���v���� �•�]�š�µ� �� ���� �o�[���Æ�š�Œ� mité 5�[�� ������ �o�[� �o� �u���v�š�� �]�v�š� �P�Œ� ��

(HMPREF9319_0116 Fwd pour la souche de S. bovis 7434 ou HMPREF9964_2030 Fwd pour la 

souche de S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591�•�����š���µ�v�������u�}�Œ�������•�[�Z�Ç���Œ�]�����v�š�����µ���v�]�À�����µ�����µ��

gène SAL_2074 (CAMP factor II NsiI Rev pour les deux souches) (Tableau 6, page 107). Des 

���u�‰�o�]�(�]���š�•�� ���[���v�À�]�Œ�}�v�� �í�ì kb ont été obtenus pour chacune des deux souches de 

streptocoques. Chez la souche S. agalactiae 515, cette région a également une taille 

���[���v�À�]�Œ�}�v���í�ì kb (Figure 55, page 193).  
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�����v�•���o�������µ�š�����������}�v�(�]�Œ�u���Œ���o�������}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����v�������������o�[���u�‰�o�]�(�]���š�����À�������o�����Œ� �P�]�}�v�����[�]�v�š� �Œ�!�š�����š��

ô�š���Œ���š�}�µ�š�����}�µ�š�������[���•�‰� ���]�(�]�š� �����[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�U�������•���W���Z���v�]���Z� ���•���}�v�š��� �š� ���Œ� ���o�]�•� ���•�����v���µ�š�]�o�]�•���v�š���o���•��

�‰�Œ�}���µ�]�š�•�����[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�������•���W���Z��« long range » comme matrice. Les amorces utilisées pour 

les PCR nichées sont �o���•�� ���u�}�Œ�����•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[���u�‰�o�]�(�]���Œ�� �o���� �P���v���� �^���>�z2074 (CAMP factor II 

BamHI Fwd et CAMP factor II Rev) (Tableau 6, Figure 107). Celles-ci ont confirmé la présence 

du gène SAL_2074 au sein du �‰�Œ�}���µ�]�š�� ���[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�� �����•�� �W���Z��« long range ». Par 

conséquent, ceci signifie que les gènes codant les facteurs CAMP II de S. bovis et 

S. dysgalactiae subsp. equisimilis sont localisés sur un élément génétique intégré à 

�o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� ���ï�[�����µ���P���v�������}�����v�š���µ�v�����Z�E�š���>�Ç�•�]�v���X 

 

Ainsi, les deux tiers des souches produisant un facteur type CAMP II portent un 

� �o� �u���v�š�� �]�v�š� �P�Œ� �� ���� �o�[���Æ�š�Œ� �u�]�š� �� �ï�[�� ���µ�� �P���v���� ���}�����v�š�� �µ�v�� ���Z�E�š�� �>�Ç�•�]�v���X�� ����tte corrélation suggère 

que la dissémination du gène codant le facteur CAMP II chez différentes espèces de 

s�š�Œ���‰�š�}���}�‹�µ���•�����•�š���o�]� �������µ���š�Œ���v�•�(���Œ�š���������o�[�/�������‰�}�Œ�š���v�š���������P���v���X 

��

��

7. Recherche d�[���µ�š�Œ���• fonctions disséminées par ICE_515_tRNALys chez les 

streptocoques  

 

�>���•�� �P���v���•�� ���}�����v�š�� ���[���µ�š�Œ���•�� �(�}�v���š�]�}�v�• que des propriétés co-hémolytiques conférées 

par ICE_515_tRNALys ont été recherchés chez les souches présentant un phénotype CAMP 

�‰�}�•�]�š�]�(�X�������š�š�����Œ�����Z���Œ���Z��������� �š� ���u�]�•�������v���‰�o�������������o�[���]���������[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�•���‰���Œ��PCR en utilisant des 

amorces spécifiques des gènes SAL_2078, SAN_2147, SAL_2044 et SAL_2057 codant 

respectivement la protéine de type NRAMP, le peptide antimicrobien, la toxine du système 

toxine-antitoxine et une des protéines de surface (Tableau 6, page 107). SAL_2057 a été 

���Z�}�]�•�]�� �‰���Œ�� �Œ���‰�‰�}�Œ�š�� ���� �^���>�z�î�ì�ñ�ò�� �����Œ�� ���o�o���� �‰�Œ� �•���v�š���� �u�}�]�v�•�� ������ �À���Œ�]�����]�o�]�š� �� ���[�µ�v���� �•�}�µ���Z���� ���� �µ�v����

autre de S. agalactiae mais également moins ������ �À���Œ�]�����]�o�]�š� �� ���v�š�Œ���� �����o�o���� ���}��� ���� �‰���Œ�� �o�[�/������
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présent chez la souche 515 de S. agalactiae ���š�� �����o�o���� ���}��� ���� �‰���Œ�� �o�[� �o� �u���v�š�� ������ �o�� souche de 

S. urinalis 2285-97.  

Cette analyse a révélé que la souche S. uberis 21457 possède un gène homologue à 

SAL_2044 (toxine du système toxine/antitoxine putatif) et que la souche S. bovis 7434 

possède des gènes dont des régions sont homologues à SAN_2147 (peptide) et SAL_2057 

(protéine de surface) (Tableau 10).   

��

Pour conclure, e�v�� �‰�o�µ�•�� ���µ�� �(�����š���µ�Œ�� �����D�W�� �/�/�U�� ���[���µ�š�Œ���•�� �P���v���•�� ������ �o�[�/������ont été détectés 

chez les streptocoques. Cependant, seules les souches présentant un phénotype CAMP 

positif ont été examinées vis-à-vis de la présence dans leur génome de gènes initialement 

décrits chez ICE_515_tRNALys. Par conséquent, les gènes codant des fonctions de virulence 

���š�l�}�µ�� ���[�������‰�š���š�]�}�v�� ������ �o�[� �o� �u���v�š�� �‰�}�µ�Œraient être bien plus répandus que ces travaux ne 

�o�[�]�v���]�‹�µ���v�š����� �i��. 
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