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Depuis I’Antiquité, la théorie de la génération spontanée développée par Aristote
prédominait. Cette théorie voulait que de la matiere inerte pouvait spontanément donner
naissance a un organisme vivant. Avant |'apparition des premiers microscopes, |'existence
d’étres vivants invisibles a I’ceil nu était peu soupgonnée. Malgré I'observation des premiers
microorganismes au microscope, la théorie de la génération spontanée fut encore soutenue
pendant longtemps. L'abbé Lazzaro Spallanzani (1729-1799) fut I'un des premiers savants a

remettre en cause expérimentalement cette théorie.

Prés d’un siécle plus tard, Robert Koch (1843-1910), I'un des fondateurs de la
bactériologie, énonca les postulats de Koch qui sont, selon lui, nécessaires pour établir un
lien entre une maladie et un microorganisme. Ce lien doit étre soutenu par le fait que le
microorganisme doit étre présent dans tous les organismes malades et absent des
organismes sains, qu’il doit étre cultivé en culture pure a I'extérieur des organismes malades,
gu’un organisme sain inoculé avec cette culture pure doit développer la maladie avec tous
ses symptomes et enfin que le microorganisme isolé de cet organisme doit étre identique a

celui précédemment isolé.

Soutenu par des travaux d’autres savants et notamment ceux du médecin allemand
Robert Koch, Louis Pasteur (1822-1895) était convaincu qu’aucun microorganisme ne
pouvait étre présent dans un milieu sans y avoir été apporté au préalable et réfutait la
théorie de la génération spontanée. Il parvint a mettre fin a la controverse au niveau de
I’Académie des sciences et plaga les vraies bases de la microbiologie, mis en évidence
I'implication des microorganismes dans la propagation de maladies infectieuses et mis au
point des vaccins contre plusieurs microorganismes. Ces travaux permirent d’ouvrir la voie a

la pratique de I'asepsie dans les milieux de la santé et de I'agro-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,
I'utilisation des antibiotiques a conduit trés rapidement a I'’émergence de résistances chez
les bactéries selon un processus accéléré de I'évolution tel que décrit par Charles Darwin. En

effet, trois années seulement aprés l'introduction de I'utilisation de la pénicilline G a titre
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sanitaire, des résistances aux antibiotiques par les bactéries ont été observées. L'apport de
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 génes entre bactéries non
descendantes est le mécanisme par lequel les bactéries peuvent acquérir trés rapidement
I'information génétique pouvant étre essentielle a leur survie. Actuellement, le phénomeéne
d’apparition constant de mécanismes de résistance par les bactéries suite a 'utilisation de
nouveaux antibiotiques constitue l'un des enjeux sanitaires humains et vétérinaires
prioritaire mondial. L’avenir d’une antibiothérapie efficace repose alors sur une utilisation
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 Sévére) et
celle de 2011 due a la souche E. coli 0104-H4, sont provoquées par des agents microbiens
considérés jusque-la comme ayant un pouvoir pathogéne limité ou ne provoquant pas
d’épidémies. Ceci souligne également la nécessité d’approfondir nos connaissances actuelles
sur l'acquisition par les microorganismes de nouvelles fonctions pouvant modifier leur
pouvoir pathogene ou conduire a I'’émergence d’'un nouveau pathogene et de mettre en

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

1. Le transfert horizontal

1.1. Le transfert horizontal, la clé de I’évolution bactérienne

Le transfert horizontal correspond a I'acquisition d’information génétique provenant
d’un organisme pouvant étre éloigné phylogénétiquement, sans en étre le descendant
direct, par opposition au transfert vertical qui correspond a I'héritage de I'ensemble de
I'information génétique de la cellule mére. Chez les bactéries, ce phénoméne constitue un
mécanisme rapide d’évolution et d’innovation génomique permettant d’acquérir des

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

La dissémination des genes de résistance parmi la population bactérienne est
I'exemple le plus connu d’acquisition rapide d’ADN exogéne par les bactéries [417]. Les
bactéries ont également la capacité d’acquérir par transfert horizontal des fonctions leur
permettant de métaboliser de nouveaux nutriments, de dégrader des polluants ou encore
d’acquérir de nouveaux 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
millions d’années, permettant a cette espéce de coloniser de nouvelles niches écologiques
[228]. Un concept plus large voudrait que le transfert horizontal offre aux bactéries une
capacité illimitée a s’adapter aux modifications de leur environnement et d’en changer [98,

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

par transfert horizontal et intégrés au niveau d’un géne codant un ARNt (tiré de [290]).

Locus Organisme ADN acquis Trait phénotypique Taille
ARNt horizontalement (kb)
selC Escherichia coli Phage BR73 Génome de phage 13
selC E. coli uropathogene PAI-1 Hémolysine 70
selC E. coli entéropathogene LEE Systéme de sécrétion de type lll, 35
intimine, récepteur de protéine Tir
selC Salmonella enterica SPI-3 Protéine de survie aux macrophages 17
MgtC, transporteur de Mg2+ MgtB
selC Shigella flexneri SHI-2 Transport d'ion aérobactine 24
leux E. coli uropathogéene PAI-2 Hémolysine, fimbriae 190
leuX E. coli Phage P4 Génome de phage
Leu Haemophilus influenzae Phage HPI Génome de phage
Leu E. coli uropathogene PAI-5 Hémolysine, fimbriae, facteur de 110
type 1 nécrosant et cytotoxique
pheV  E. coli uropathogene PAI-4 Hémolysine, fimbriae 170
pheV  E. coli CTnscr94 Utilisation du sucrose 100
pheV  Mesorhizobium loti 116t symbiotique Fixation de I'azote et nodulation 500
asnT Yersinia enterocolitica HPI Yersiniabactine 45
asnT Y. pseudotuberculosis HPI
valvV S. enterica SPI-2 Systéme de sécrétion de type llI 40
serT S. enterica SPI-5 Phosphatase phosphate inositol 7
serV Dichelobacter nodosus Region vap Toxine putative 12
metV  E. coli uropathogene Hémolysine 50
SSrA D. nodosus Région vrt 27
SSrA Vibrio cholerae VP1 Facteur de colonisation TcpA et 45
récepteur du phage CTX
Thr S. enterica Phage P22 Génome phagique 44
Thr Listeria ivanovi Région in/ 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 étre 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
génétiques supplémentaires permettant le plus souvent d’augmenter la valeur sélective de
I’'h6te [98]. Les régions génomiques appartenant au génome flexible peuvent étre détectées
in silico puisqu’elles présentent des caractéristiques telles qu’un pourcentage en G+C et une
utilisation des codons qui divergent de ceux du « core » génome et peuvent étre comprises

entre des séquences d’ADN répétées [98].
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Initialement, le séquencage était une technique coliteuse donc son utilisation était
limitée. Le séquengage a haut débit, devenu depuis quelques années beaucoup plus
abordable, permet d’accéder a un nombre de séquences de génomes bactériens croissant.
Le développement de cette technique a révolutionné la recherche fondamentale et
appliquée en ce qui concerne la connaissance des bactéries d’intérét. Il a permis notamment
de promouvoir le développement de mise au point de vaccins. Le séquengage a haut débit a
également permis d’améliorer la détection des évenements de transfert horizontal de génes
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 différentes souches d’une méme espece. Par conséquent, avec les
connaissances actuelles en ce qui concerne le transfert horizontal, le séquencage d’'une
seule souche bactérienne par espéce parait obsoléte 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. Représentation schématique des mécanismes impliqués dans le transfert d’ADN
(tiré de [60]).
Les principales étapes des différents mécanismes impliqués dans le transfert de séquences d’ADN sont
illustrées. La transduction correspond au transfert d’ADN d’une cellule a I'autre par une capside codée
par un bactériophage virulent, un bactériophage tempéré ou par les systéemes de type GTA (Gene
Transfer Agent). La conjugaison permet le passage d’une molécule d’ADN d’une cellule a une autre au
travers d’un pore de conjugaison reliant deux cellules. La transformation d’une cellule compétente
implique l'internalisation active de fragments d’ADN libres. Les nanotubes permettent le passage
d’ARN et de protéines mais également de molécules d’ADN comme les plasmides d’une cellule a une

autre.
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1.2.1. Latransformation

La transformation naturelle correspond a I'acquisition d’ADN exogéene sous forme
libre dans le milieu extracellulaire par une bactérie et a 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 capables d’internaliser de ’ADN
dans I'environnement suite a la lyse cellulaire ou a la sécrétion active d’ADN [163, 247]. La
transformation implique une machinerie d’acquisition d’ADN qui comprend des protéines
impliquées dans I'assemblage des pili de type IV et des systémes de sécrétion de type Il [67].
Chez Streptococcus pneumoniae, la compétence est induite par un mécanisme de
communication cellulaire appelé quorum sensing, lequel implique une phéromone
correspondant a un peptide de 17 acides aminés [168]. Le peptide est produit sous une
forme non active, maturé et exporté par un systeme de sécrétion de type ABC. Un systéeme a
deux composants détecte la présence de la phéromone et entraine l'activation de la
machinerie permettant la compétence chez S. pneumoniae. Des orthologues d’éléments de
cette machinerie de compétence pouvant également étre impliqués dans la transformation
naturelle ont été mis en évidence dans tous les génomes des streptocoques séquencés, dont
Streptococcus agalactiae [146, 262]. D’autre part, la microbiologie fondamentale a tiré profit
de cette capacité naturelle bactérienne pour en faire un outil de biologie moléculaire tres

efficace.

1.2.2. Latransduction

La transduction correspond a I’acquisition d’ADN par les bactéries par I'intermédiaire
d’'un bactériophage. Les bactériophages représentent des éléments majeurs dans la
composition de la biosphere [214]. La plupart de ces virus sont tempérés et leur style de
développement leur permet de cohabiter avec leur héte. 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. La quantité d’ADN d’origine virale peut représenter jusqu’a 20%

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 génes impliqués dans une méme
fonction [214]. Lintégration du phage dans le génome bactérien peut avoir des
répercussions sur I'évolution bactérienne puisque, lors de I'excision et de I'encapsidation du
virus, des fragments d’ADN de I'hO6te peuvent étre emportés aléatoirement et étre
transférés vers d’autres cellules bactériennes par le mécanisme de transfert horizontal dit de

transduction (Figure 1) [387, 443].

Chez les protéobactéries, un nouveau mode de transfert horizontal par transduction
a été mis en évidence. Celui-ci n’implique pas de phages mais s’effectue via la production
d’une structure semblable aux capsides virales appelée GTA (pour Gene Transfer Agent). Des
fragments aléatoires d’ADN bactérien sont transportés via la capside et peuvent étre

transférés a d’autres cellules bactériennes [23, 222, 261, 269].

1.2.3. La conjugaison

La conjugaison correspond au mécanisme qui permet I'échange d’ADN entre deux
bactéries de maniére 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
le biais de protéines de surface ou par d’autres mécanismes. Les éléments conjugatifs
codent des protéines permettant la formation d’un pore de conjugaison, un systeme de
sécrétion de type IV, par lequel I’ADN de I'élément mobile est transféré d’une cellule
donneuse vers une bactérie receveuse (Figure 1) [198]. Pour la majorité des éléments
conjugatifs, le transfert s’effectue sous forme simple brin et est associé a une réplication en
cercle roulant [66, 373].

Un complexe nucléoprotéique appelé relaxosome composé d’'une relaxase et
d’autres protéines associées permet l'initiation de la conjugaison au niveau d’une séquence
spécifique appelée origine de transfert (oriT). La relaxase reconnait I'oriT de I'élément
mobile sous forme double brin et provoque la coupure de 'ADN a ce site, entrainant la
réplication intercellulaire de I'élément, son transfert sous forme simple brin, et la ligation

finale permettant de reconstituer I’élément sous forme circulaire [136, 373].
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1.2.4. Les nhanotubes

Une étude récente a mis en évidence un nouveau mécanisme de communication
cellulaire entre bactéries impliquant des prolongements cytoplasmiques, également appelés
nanotubes, qui pourraient permettre le passage d’ADN d’une bactérie a une autre et ainsi

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

AccV  Spot Majlie [—— )
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Figure 2. Nanotubes entre cellules voisines appartenant a la méme espéce ou a différentes
espeéces (tiré de [107]).
Visualisation de nanotubes (A) au sein d’une population de cellules de Bacillus subtilis et (B) entre

B. subtilis et Escherichia coli.
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1.3. Les barriéres au transfert horizontal

1.3.1. Les barriéres liées au mécanisme de transfert

En fonction du mécanisme de transfert impliqué, la taille des fragments d’ADN
transférés varie. Par exemple, les molécules d’ADN acquises par transformation naturelle
n‘excédent généralement pas une dizaine de kb, alors que celles transférées par
transduction ont une taille pouvant mesurer jusqu’a une centaine de kb. Les plus gros
fragments d’ADN sont transférables par conjugaison puisque des milliers de kb peuvent étre

échangés par ce mécanisme [268].

Beaucoup d’autres facteurs influencent le transfert horizontal. Par exemple, le
transfert d’ADN par transformation dépend entre autre de la persistance de I’ADN sous
forme libre dans I'environnement et de la concordance entre I'état physiologique des
bactéries et la présence d’ADN libre tandis que les bactériophages sont souvent plus stables

dans I'environnement [78, 284].

De plus, le transfert par transduction reste souvent limité a des échanges entre
guelques espéces proches en raison de la spécificité d’héte des bactériophages. Il en est de
méme pour la conjugaison puisque certains plasmides possédent également un spectre

d’héte limité [78].

1.3.2. Acaquisition, intégration et maintien de ’ADN exogéne

Le processus de spéciation peut commencer uniquement quand I’échange de
matériel génétique est interrompu entre des populations d’une méme espece. Le degré
d’isolement génétique entre espéces dépend de différents facteurs comme leur
microenvironnement et l'utilisation des codons. Ces facteurs sont autant de barrieres a

I'acquisition de matériel génétique exogene chez les bactéries [403].
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La cause majeure de la limitation des échanges inter-espéces reste |'intégration et la
conservation de l'information génétique acquise. En effet, le degré de similarité des
séquences va influencer I'activité de I'’enzyme qui controle la fidélité de la recombinaison et
par conséquent le taux de transfert [268, 284]. La recombinaison homologue est un
mécanisme d’intégration qui nécessite une grande homologie de séquences mais peut
s’effectuer entre des séquences d’ADN présentant jusqu’a 25 % de divergences [78]. Afin de
franchir cette barriére, beaucoup d’éléments génétiques mobiles s’intégrent par d’autres
mécanismes tels que la recombinaison hétérologue, I'intégration site spécifique ou encore
par 'intermédiaire de séquences d’insertion répétées conservées. Par ailleurs, les éléments
génétiques mobiles sont fréquemment retrouvés au niveau de génes de ménage conservés
chez les bactéries et au niveau de sites qui ont peu ou pas d’influence sur la physiologie de

I"hote.

Dans des conditions environnementales ou I’ADN subit des dommages et/ou la
réplication est perturbée, le systeme SOS est induit ce qui augmente la capacité de
réparation de I’ADN tout en induisant des variations génétiques [268, 284]. Le substrat pour
I’activation de RecA et du systéme SOS est I’ADN simple brin. Ces systémes sont ainsi induit
lors des transferts d’ADN impliquant un ADN simple brin, ce qui favorise les échanges

génétiques [268].

Une fois I’ADN intégré, pour que le transfert soit considéré comme efficace, les genes
acquis doivent pouvoir s’exprimer correctement chez son héte et ne pas coder de composés
néfastes pour celui-ci. En effet, il a été mis en évidence des génes considérés comme
inclonables. Ce phénomene pourrait étre lié a une toxicité conférée par les génes acquis vis a

vis de la souche hote [378].

Récemment, une étude a mis en évidence que l'utilisation différente des codons
selon les especes bactériennes constituait une autre barriére aux évenements de transferts
horizontaux. En effet, les échanges de génes entre organismes sont positivement corrélés
avec leurs éventails d’ARN de transfert (ARNt). De plus, les organismes qui évoluent dans les
mémes niches écologiques posseédent un éventail d’ARNt similaire et ceci augmente la

probabilité d’échanges génétiques stables [412].
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D’autre part, afin de se maintenir apres acquisition, les éléments génétiques mobiles
ont développé des systemes d’addiction (systemes de restriction-modification ou des
systemes impliquant une toxine et une antitoxine) qui entrainent la mort, ou un
ralentissement significatif de la croissance de la cellule qui le perd. Un systeme toxine-
antitoxine peut étre défini comme un systéme d’addiction puisqu’il code un systeme

protéique ou I’antitoxine instable neutraliserait la toxicité de la toxine stable.

1.3.3. Les systéemes CRISPR : protection contre ’ADN exogéne

Une infime partie seulement de I’ADN acquis par les bactéries va leur conférer un
avantage sélectif tout en n’altérant pas la physiologie cellulaire. Pour cette raison, les
bactéries ont développé des mécanismes leur permettant de limiter le transfert horizontal
[260]. Les bactéries possédent ainsi des systéemes de restriction-modification et des
systemes d’exclusion de surface limitant I'entrée d’ADN étranger. Par ailleurs, un systéme
génétique de défense contre l'intégration d’éléments mobiles et '’ADN étranger issu de
phages et de plasmides, le systéme 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 especes bactériennes [22, 180, 203, 245]. Ce systeme
fonctionne par l'intermédiaire de petits ARN non codants de maniére similaire aux ARN
interférants chez les eucaryotes. Initialement décrit comme ayant un réle dans la réparation
de I'ADN, le systeme de défense CRISPR-Cas a, en plus, la capacité d’incorporer de courtes
séquences de matériel génétique étranger nommeées espaceurs (« spacers »). Les espaceurs
s’intégrent 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 a 48 pb tandis que les

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

Chez la plupart des organismes possédant ce systéme, les espaceurs sont transcrits
constitutivement a faible niveau et transformés en petits ARN non codants. En collaboration
avec les protéines Cas, codées par des genes qui sont situés a proximité immédiate des loci

CRISPR, les ARN non codants peuvent se lier a ’ADN ou a I’ARN étranger et entrainer leur
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dégradation [180]. Les loci CRISPR constituent ainsi une mémoire génétique qui permet le
rejet ou la dégradation de molécules d’ADN [260]. Lorsqu’une infection par un phage se
produit, la transcription des CRISPR est induite [22]. Le systeme CRISPR qui est composé de
séquences hypervariables, confére une immunité contre I’ADN viral et plasmidique. Les
protéines du complexe Cas sont impliquées dans I'acquisition 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 suggere fortement que les systemes CRISPR-Cas sont capables de se transférer
horizontalement [22, 203]. L'impact de la présence des loci CRISPR sur des éléments mobiles
reste mal compris mais ils pourraient leur conférer un avantage face a l'invasion d’autres
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 : acteurs majeurs de I’évolution

bactérienne

Les éléments génétiques mobiles ont une taille variable pouvant aller de 1 kb a
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
pouvant apporter un avantage sélectif a I'hote telles que la virulence, de nouvelles
interactions écologiques, la résistance a des antibiotiques ou toutes autres fonctions

susceptibles d’augmenter la compétitivité de son hote.

Les séquences d’insertion sont les plus petits éléments mobiles connus a ce jour. lls

sont capables de se déplacer de maniére autonome vers un ou plusieurs sites d’intégration
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de facon intramoléculaire. On parle dans ce cas de transposition. Beaucoup ne possedent
qgue le module permettant leur excision et leur intégration (recombinase a tyrosine ou
sérine, ou transposase a DDE). Les séquences d’insertion ont été identifiées dans de trés

nombreux génomes procaryotes mais également eucaryotes.

Les transposons composites sont des éléments bordés par des séquences d’insertion.
lIs peuvent ainsi se déplacer intracellulairement de fagon site spécifique ou préférentielle
par I'intermédiaire de la transposase qu’ils codent. Les transposons posseédent en plus des
séquences d’insertion, des genes qui peuvent coder des fonctions accessoires (résistance
aux antibiotiques, géne de métabolisme, de virulence...). Les transposons conjugatifs sont
en plus capables de se transférer par conjugaison d’'une bactérie donneuse a une bactérie
receveuse plus ou moins éloignée phylogénétiquement sur le méme modele que les

plasmides conjugatifs [407].

Les plasmides font partie des principaux acteurs de la dissémination de résistance
aux antibiotiques dans la population bactérienne entrainant ainsi d’importants problemes
sanitaires [153]. Les plasmides sont des éléments pouvant se maintenir de facon 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 modele du cercle roulant. A la fin du transfert,
chacune des bactéries impliquées possédera une copie du plasmide.

Certains plasmides ne possedent pas les fonctions leur permettant de former le pore
de conjugaison. Ces plasmides sont dits mobilisables puisqu’ils peuvent utiliser la machinerie
d’autres éléments mobiles pour se disséminer.

La derniére classe de plasmides regroupe les plasmides qui ne sont ni conjugatifs ni
mobilisables. Ces plasmides peuvent se transférer d’une bactérie héte a une bactérie
receveuse par d’autres mécanismes de transferts horizontaux (transduction ou
transformation naturelle).

De maniere intéressante, le transfert de certains plasmides chez

Enterococcus faecalis répond a la présence de phéromones. Ces phéromones induisent la
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production d’'une protéine nommée substance d’agrégation. La production de phéromones

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

Les flots génomiques, tels que les ilots de virulence ou de métabolisme, pourraient
provenir de plasmides intégratifs ou de transposons conjugatifs ayant perdu leur capacité a
recombiner. Un flot génomique est défini comme une région chromosomique de plus de
10 kb dont les propriétés suggérent son acquisition par un ou plusieurs événements de
tranfert horizontal [159, 160]. Un faisceau d’hypothéses peut permettre de suggerer un tel
type d’acquisition : absence ou présence de I'llot au sein d’'une méme espece, pourcentage
en G+C divergeant par rapport au reste du génome, utilisation différente des codons,
localisation entre des séquences répétées et a proximité de sites privilégiés pour
I'intégration des éléments génétiques mobiles comme les loci en amont des génes codant

des ARNt [98, 199].
Le maintien d’'un élément mobile dans une population dépendra de maniere
importante de son succes évolutif. Si celui-ci n’est pas essentiel ou qu’il apporte en

compétitivité a la bactérie hote moins que le prix métabolique qu’il colte a étre conservé,

I’élément génétique mobile peut étre perdu par la population.

1.5. Les ICE, des partenaires incontournables du transfert horizontal

1.5.1. Caractéristiques des ICE, structure modulaire et dynamigue évolutive

De nombreux éléments chromosomiques se répliquent en méme temps que le
chromosome bactérien mais possedent toutes les fonctions permettant leur excision et leur
transfert inter- et intra-espéce par conjugaison. La dénomination « Integrative and
Conjugative Element » (ICE) a été proposée pour identifier ce type d’élément quelle que soit

la recombinase impliquée dans I’excision et I'intégration (recombinase a tyrosine ou a sérine
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ou transposase a DDE) [53, 56, 437]. Les ICE sont trés répandus aussi bien chez les bactéries

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

Les ICE ont une structure modulaire, regroupant dans une localisation proche un
ensemble de genes impliqués dans une méme fonction [407]. On peut ainsi distinguer un
module de recombinaison, un module de conjugaison et un module de régulation. Si ces
modules sont fonctionnels, I'élément génétique mobile a la capacité de s’exciser, de se
transférer via un pore de conjugaison et de s’intégrer par recombinaison spécifique de site
dans le chromosome d’une bactérie receveuse [53]. L'évolution des ICE se déroulerait par
échange, délétion et acquisition de modules fonctionnels [53, 140, 407]. De facon
remarquable, I'’échange de modules a également été montré entre différents types
d’éléments mobiles : ICESt1 de Streptococcus thermophilus code un systéme de restriction-
modification proche de celui porté par le plasmide pKR223 de Lactococcus lactis [52] et le
module de conjugaison de I'élément conjugatif intégratif EfaC2 chez E. faecalis V583 porte
cing ORF présentant une forte identité de séquence par rapport aux genes de conjugaison

portés par le plasmide pAD1 d’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 a la famille des recombinases a tyrosine. A ce jour, trois principales familles de
recombinases sont connues : les recombinases a sérine et a tyrosine et les transposases a
DDE [53]. Il est a noter que la plupart des intégrases catalysant I'intégration spécifique de
site des ICE sont des intégrases a tyrosine. De plus, les éléments mobiles sont intégrés de
maniére prédominante a I'extrémité 3’ de genes codant pour des ARNt et des protéines
ribosomiques. Une raison pouvant expliquer ce phénoméne est que la conservation des
séquences de ces genes est élevée parmi les genres bactériens ce qui facilite I'intégration de

I’élément mobile [433].
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La premiere étape du transfert conjugatif correspond a I’excision de I'ICE sous |’action
de la recombinase et parfois d’une excisionase de fagon similaire au processus d’excision
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 I'ICE circularisé au niveau du site nic de 'origine de transfert

(oriT) [53, 187, 318].
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Figure 3. Schéma du processus de transfert par conjugaison d’un ICE d’une bactérie

donneuse a une bactérie receveuse.

Pour les éléments se transférant sous forme simple brin, le transfert de la cellule
donneuse a la cellule receveuse pourrait s’établir sur le modele du cercle roulant. Ce modéle
est largement décrit chez les plasmides conjugatifs et s’effectue 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 est connu qu’ICEBs1 est

transféré soit au niveau du péle cellulaire soit au niveau de la face latérale de chacune des
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deux cellules impliquées dans la conjugaison [6]. Par ailleurs, I'une des protéines essentielles
au transfert conjugatif d’ICEBs1, la protéine ConE, est associée a la membrane
essentiellement au niveau des poéles cellulaires [19]. Durant ce phénomeéne, les bactéries
sont toujours en contact ce qui indique que la conjugaison n’est pas réalisée par un pilus
prolongé. De maniére importante, une fois que ’ADN a été transféré a une bactérie d’une
chaine, ’ADN est rapidement transféré a toutes les autres bactéries de la chaine [6]. De plus,
chez Vibrio cholerae, I'|CE SXT code une protéine de surface qui pourrait étre impliquée dans
le processus de conjugaison [10]. Pour finir, I'ICE réplicatif pRSO1 de L. lactis code une
protéine de surface présentant des similarités avec le facteur d’agrégation cellulaire Asal du
plasmide pAD1 d’Enterococcus faecalis [109] et des phéromones de plasmides conjugatifs
impliquées dans le contact entre les cellules donneuses et receveuses durant la phase de

transfert d’ADN par conjugaison [147, 427].

Chez les éléments codant une recombinase a tyrosine ou a sérine, la recombinase va
catalyser la recombinaison entre un site de recombinaison nommé att/ présent sur la forme
circulaire de I'ICE et un site nommé attB présent sur le génome bactérien (Figure 3). A la fin
du transfert, chaque cellule va posséder une copie de I'élément intégré bordé des sites 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, tels que I'lCE Tn916, possedent

une faible spécificité d’intégration [53].

Récemment, il a été montré que les ICE peuvent se répliquer de facon
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 s’est produit pour I'élément pRSO1 de L. lactis qui avait été
classifié en tant que plasmide puisqu’une forme circulaire de I'ICE avait été initialement

détectée [109].
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1.5.3. Mobilisation d’ADN par les ICE

La mobilisation d’ADN correspond au transfert par conjugaison de cet ADN par

I'intermédiaire d’éléments génétiques conjugatifs (plasmides ou ICE).

Certains éléments possedent les fonctions d’excision, d’intégration et de régulation
mais ont perdu la capacité de transfert conjugatif. Ces éléments intégratifs mobilisables (IME
pour Integrative and Mobilizable Elements) peuvent utiliser le systeme de conjugaison
d’autres éléments génétiques mobiles pour se disséminer [40, 54]. lIs sont dits mobilisables

en trans.

Les CIME (pour Cis-Mobilizable Elements) sont des éléments bordés de sites de
recombinaison ol peuvent venir s’intégrer des ICE apparentés (phénoméne d’accrétion). Ces
éléments peuvent ainsi étre mobilisés en cis (par opposition a 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 gene permettant la conjugaison. Ces éléments sont
donc capables de s’exciser et de s’intégrer dans un autre élément génétique mobile [40,

318].

D’autre part, un ICE présent chez B. subtilis, ICEBs1, est capable de mobiliser des
plasmides initialement décrits comme non mobilisables puisqu’ils ne possedent ni origine de
transfert ni relaxase spécifique au transfert par conjugaison [231]. Les plasmides utilisent la
machinerie de conjugaison d’ICEBs1 et la relaxase nécessaire a l'initiation du transfert

conjugatif serait la relaxase plasmidique de réplication.

De plus, les ICE de la famille SXT/R391 sont capables de mobiliser divers plasmides et
de 'ADN chromosomique en cis de la méme maniere que le plasmide F de type Hfr (High
frequency of recombination) [174]. En particulier, chez Vibrio spp., des flots génomiques
possédent une origine de transfert identique a 63 % a celle de la famille des ICE SXT/R391
présente au sein de la méme espéce. Cette séquence est reconnue par la relaxase codée par
I'ICE co-résident ce qui permet le transfert par mobilisation en trans. Les flots peuvent

s’exciser grace a la recombinase qu’ils codent mais I'expression de celle-ci est dépendante
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de régulateurs de I'ICE. La relaxase des ICE SXT/R391 peut également reconnaitre |'oriT

d’éléments intégrés et conduire a la mobilisation en cis de ces éléments [87].

De méme, chez S. agalactiae, des fragments d’ADN, pouvant atteindre 334 kb et
adjacents a des éléments génétiques mobiles peuvent étre transférés en méme temps que

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

Ces données suggerent un potentiel de transfert horizontal, pour les éléments décrits
comme non mobilisables et pour ’ADN chromosomique natif, plus élevé que les prédictions
initiales I'estimaient. Ainsi, les ICE ont une influence sur la dynamique génomique

bactérienne extrémement 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 phénoméne de

grande ampleur

En plus des fonctions nécessaires au transfert de I'ICE, celui-ci peut également porter
des génes codant des fonctions pouvant conférer un avantage sélectif a I’'hote, tels que des
genes de résistance a des antibiotiques ou des génes permettant la colonisation de nouvelles
niches écologiques. Ces génes seront alors transférés par le mécanisme de conjugaison et les
fonctions codées par ces genes pourront se disséminer dans la population. De nombreux
exemples ont déja été décrits concernant I'apport des ICE en termes de virulence a la

bactérie hote.

L'ICE fonctionnel SPI-7 de Salmonella enterica serovar Typhi code de nombreux
facteurs de pathogénicité, notamment le pili de type IV permettant I’adhésion aux cellules

de I'héte [50].

L'élément ICEEc2, présent chez des souches pathogenes d’Escherichia coli, est
capable de transférer in vitro chez Salmonella enterica serovar Typhimurium et
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Yersinia pseudotuberculosis. |CEEc2 porte 3 genes de résistance a des antibiotiques ainsi que
le gene /ha codant un sidérophore qui est impliqué dans I'adhésion d’une souche entéro-
hémorragique a des cellules eucaryotes [333]. La production d’un sidérophore, facteur
essentiel a la virulence de Yersinia pestis, Y. pseudotuberculosis et Y. enterocolitica, mais
également produit par E. coli et une variété d’Entérobactéries, est également codée par un

ICE [356].

Un ICE d’Enterococcus faecalis de 150 kb, transférable de maniere intra- et inter-
espéce est impliqué dans la virulence de la souche héte puisqu’il porte des génes codant des
toxines, des cytolysines, des protéines de surface, et des genes améliorant sa capacité de

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

Les ICE appartenant a la famille SXT/R391, largement transmissibles chez les
bactéries a coloration Gram négative, représentent une famille d’ICE qui code de nombreux
génes 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
génes pouvant conférer des résistances au mercure et a des antibiotiques (a la tétracycline,
au chloramphénicol, a la vancomycine, a la kanamycine, a 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 a la tétracycline des espéces
appartenant a la famille des Firmicutes [76]. Des ICE appartenant a la famille de Th916 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 a Tn916 mais possede en plus des insertions
d’autres genes comme notamment le géne erm(B) conférant une résistance a
I’érythromycine [332]. En plus de coder des fonctions avantageuses, certains événements
liés a I'intégration des ICE peuvent conduire a I'’émergence d’un nouveau phénotype. Ainsi,
I'insertion de Tn916 en amont d’'un géne codant un activateur d’une protéine lytique chez

E. faecalis a pour conséquence d’engendrer un clone hyper hémolytique [185].
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Une analyse bioinformatique a montré que les souches de Clostridium difficile
possedent de nombreux ICE putatifs [46]. Ces éléments génétiques ont une localisation
proche ce qui suggere des évenements de transferts horizontaux récents [46]. Des analyses
bioinformatiques des éléments de C. difficile ont montré que la plupart des génes
accessoires codent des transporteurs de type ABC ou des pompes a efflux qui pourraient
conférer des résistances aux antibiotiques. D’autres genes codent des protéines de surface

qui pourraient permettre des interactions avec des composants de I'h6te [46].

De plus, de nombreux ICE (CTn) sont disséminés chez Bacteroides spp. La plupart de
ces éléments conferent la résistance a la tétracycline et sont transférables a E. coli. De plus,
un des ICE est capable de mobiliser le transposon non conjugatif Tn4555, également présent
chez Bacteroides spp., qui code une B-lactamase a spectre étendu conférant ainsi une

résistance aux B-lactamines [318].

Les exemples indiquant que les ICE jouent un role important en tant que vecteurs de
génes de virulence et résistance aux antibiotiques se multiplient, ce qui ouvre un champ
d’exploration intéressant concernant la compréhension des mécanismes adaptatifs et la

dynamique génomique des bactéries pathogénes.

2.2. Importance des échanges génétiques chez les streptocoques par le

biais des ICE : exemples déja 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 a l'extrémité 3° du géne 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 pathogenes ou non pathogenes (L. lactis, S. pyogenes et E. faecalis) [14]. Le
transfert conjugatif est fortement induit en conditions de stress, comme en cas de
dommages a I’ADN (traitement a la mitomycine C) ou durant la phase stationnaire de
croissance ou les conditions de croissance ne sont plus optimales [14, 61]. Enfin, il a été

montré qu’ICESt3 est capable de se répliquer de maniere extrachromosomique [61].

S. thermophilus est une bactérie utilisée dans la production de produits laitiers. La
prolifération de bactériophages est un des facteurs pouvant géner les processus de
fermentation et entrainer des problémes majeurs dans les usines de fabrication et
transformation laitieres. ICESt1 et ICESt3 codent chacun un systeme de restriction-
modification spécifique qui confere des propriétés endonucléasiques et une résistance aux
phages. Ces fonctions peuvent étre ainsi acquises par d’autres espéeces 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
possede 66 ORF putatives. Il est intégré de facon adjacente au geéne rpl/L codant une protéine
ribosomique [89]. Trente-huit de ces ORF sont également codées par ICE_2603V/R rpiL
présent chez la souche 2603 V/R de S. agalactiae, parmi lesquels on retrouve les génes
nécessaires au transfert des ICE mais également des facteurs de virulence putatifs dont des
protéines de surface et des génes 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 a proximité du geéne 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

des genes d’autres streptocoques pathogenes (S. pyogenes, S.agalactiae) ou non
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(S. thermophilus S. gordonii, S. parasanguinis) et d’autres souches n’appartenant pas a la
famille des streptocoques (E. faecalis, Neisseria meningitidis, N. gonorrhoeae, Listeria
innocua et L. lactis). L'environnement génétique de ces homologues inclut des génes
associés a des éléments mobiles suggérant que la structure en mosaique d’ICESde3396

provient de multiples phénomenes de transferts horizontaux [89].

Un travail récent a montré qu'une nouvelle souche de S. dysgalactiae
subsp. equisimilis (notée SDE1 sur la figure 4) posséde un ICE similaire a ICESde3396 et que
des génes homologues a ceux portés par ICESde3396 sont répandus chez les streptocoques
[391] (Figure 4). De plus, un ICE similaire a ICE_2603V/R_rplL, nommé ICESu32457 a
également été détecté chez S. suis et confere une résistance a la tétracycline, a la

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

En conséquence, la famille des ICE similaires a ICESde3396 a disséminé parmi les
streptocoques et serait donc un des éléments majeurs contribuant a la dynamique des

génomes des streptocoques capable de conférer de multiples avantages sélectifs.
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Figure 4. Carte présentant le pourcentage d’identité de génes présents chez diverses

souches de streptocoques par

rapport aux geénes portés par ICESde3396 de

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

Les fleches représentent I'orientation des génes.

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
été détectés et sont intégrés a 21 loci différents. Environ 10 % du génome n’appartient pas

au « core » génome de S. pyogenes et est composé d’éléments génétiques mobiles tels que

des prophages et des ICE [16].
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Le séquencage d’une souche de S. pyogenes du sérotype M28 majoritairement
retrouvée dans les cas de septicémies et d’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 a ce sérotype [152]. Ces régions sont situées a I'extrémité 3’ de génes codant des
ARNt et sont bordées de séquences répétées. L'excision de RD2 est stimulée en conditions
de stress de maniere similaire a ICESt3 et sa capacité a transférer entre différentes souches

de S. pyogenes a été démontrée [371].

De nombreuses protéines codées par RD2 sont similaires a celles codées par les ICE
intégrés a I'extrémité 3’ du géne ARNt Lysine chez les souches 2603 V/R et NEM316 de
S. agalactiae. Tandis que RD1 ne parait coder aucun facteur de virulence, RD2 code 7
protéines extracellulaires pouvant étre impliquées dans la virulence de S. pyogenes M28
[152, 369]. Notamment, 'une des protéines de surface produite par le géne spy1325 code
une protéine de surface appartenant a la famille des antigénes I/Il capable d’adhérer aux
protéines salivaires [448]. La transcription de certains génes de RD2 est régulée
différentiellement en fonction de I'environnement dans lequel S. pyogenes se trouve (voies
respiratoires humaines, sang, tractus urogénital féminin et liquide amniotique), ce qui
pourrait lui permettre d’adapter la production de facteurs de virulence en fonction de ses

besoins [152].

RD2 est également présent chez des souches de streptocoques appartenant au
groupe C et D de Lancefield [152, 371]. L'ensemble de ces éléments suggére des transferts

horizontaux entre plusieurs especes 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
génes 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

d’ICESe2 est également homologue a celle portée par Tn5397 chez C. difficile [424].

ICESe2 code un systeme, nommé systeme équibactine, similaire au systéme
yersiniabactine porté par un flot génomique chez des souches de Yersinia pestis et E. coli. Le
systeme est impliqué dans l'acquisition du fer et pourrait étre un important facteur de

virulence [169].

2.2.5. L'ICE 89 K chez S. suis

S. suis sérotype 2 est un pathogéne majeur responsable d’épidémies chez le porc et
I'Homme. Chez ce sérotype, des souches portent un flot de pathogénicité, nommé 89K et
adjacent au géne rplL. La présence de 89K chez des souches de S. suis sérotype 2 est reliée a
des épisodes épidémiques récents chez le porc. L'llot est capable de s’exciser et de
transférer entre des souches de S. suis. Au sein de I'llot, Tn916 est présent et confere une

résistance a la tétracycline [238].

2.2.6. ICESp2905 chez S. pyogenes

ICESp2905 est un élément génétique mobile transférable de maniére intra-espéce et
résulte de l'accrétion de deux ICE, ICESp2906 et ICESp2907. ICESp2905 est intégré a
I'extrémité 3’ du géne rum codant la méthyltransférase ciblant les résidus uracile de I’ARN.
Ce site d’intégration est un point chaud d’intégration des éléments génétiques mobiles chez
les streptocoques [39]. ICESp2906 confere une résistance a la tétracycline tandis

qu’ICESp2907 confere une résistance a I'érythromycine [145].
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II. S.agalactiae: un modele d’étude des ICE chez les
streptocoques

1. Streptococcus aqgalactiae

1.1. Généralités

L'une des premieres mises en évidence de microorganismes en forme de coques et
liés en chainettes dans I'Histoire a été faite par Louis Pasteur en 1879 alors qu’il étudiait la
fievre puerpérale qui engendrait un fort taux de mortalité a la maternité. Les streptocoques
ont été les premiéres espéces provoquant des maladies contagieuses a étre 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 espéces de streptocoques connues et les classifications continuent d’évoluer [11,

119, 286].

Streptococcus agalactiae appartient au groupe B des streptocoques selon la
classification de Lancefield et est une des espéces représentant le groupe des streptocoques
pyogéniques qui produisent une hémolyse de type B-hémolytique sur gélose au sang
(Figure 5). Elle a une forme de coque et est reliée en chainette. S. agalactiae présente une
coloration Gram positive et possede un métabolisme anaérobie aérotolérant avec une
température optimale de croissance de 37°C. S. agalactiae est une espéce pathogene
opportuniste principalement isolée dans des cas d’infections humaines et bovines [305]. Un
premier cas de mammite chez une vache laitiére due a S. agalactiae a été reporté en 1887
tandis que des cas d’infections humaines n’ont été détectés qu’une cinquantaine d’années

plus tard [305].
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Figure 5. Arbre phylogénétique chez les streptocoques basé sur la comparaison des
séquences du gene codant ’ARN ribosomique 16S (tiré de [286]).
Certaines espéces ne sont pas présentées sur la figure a des fins de simplification. Les streptocoques,
a l'exception de S.thermophilus et de S. macedonicus, sont toutes des espéces pouvant étre

impliquées dans des infections chez ’Homme et/ou I'animal.

Tous les isolats cliniques de S. agalactiae possedent une capsule polysaccharidique.
Dix différents types capsulaires ont été identifiés. Décrite depuis longtemps, la capsule
polysaccharidique confere une résistance au systéme 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 conférent une
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protection immunologique contre S. agalactiae. En fonction du lieu d’isolement des souches
de S.agalactice et de l'age des patients, la répartition des sérotypes capsulaires
responsables d’infections differe mais les principaux sérotypes responsables d’infections
sont les souches appartenant aux sérotypes la, Ib, I, lll et V (Tableau 2) [27, 113, 265, 343,
397].

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

années d’isolement et des patients.

Sérotypes capsulaires

Lieu Années Isolement la Ib ] m 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 pathogéne chez ’Homme

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 a S. agalactiae ont été reportées de
maniére croissante jusqu’en 1970. A cette date, une infection par S. agalactiae chez un

nouveau né conduisait a un taux de mortalité de 55% [271]. Des méthodes prophylactiques
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par l'utilisation d’antibiotiques pour prévenir la transmission de S. agalactiae de la mere a
I'enfant durant I'accouchement ont permis de réduire ce taux a 5% [94]. S. agalactiae
constitue néanmoins encore la cause principale de septicémies chez les nouveaux nés et
représente environ 800 cas d’infections néonatales invasives provoquant entre 50 et 100

décés chagque année en France (www.pasteur.fr).

1.2.2. Infections chez les nouveaux nés

On distingue deux stades possibles d’infection chez les nouveaux nés sur la base d’un
large éventail d’observations cliniques. Une premiere phase d’infection a 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 » d’infection (« late onset ») entraine le
plus souvent une méningite, accompagnée ou non d’une septicémie, et touche
majoritairement les nouveaux nés de plus d’'une semaine et jusqu’a 3 mois [305, 353]
(Figure 6). Les infections précoces mais également les infections tardives pourraient avoir
essentiellement comme origine une transmission mere-enfant durant 'accouchement ou via

I'absorption de liguide amniotique.

Colonisation de la Croissance dans le Pneumonies et Bactériemie et Pénétration de la barriére
fernme enceinte placenta et infection préjudices pulmonaires choc septique hémato-encéphalique et
utérine meningites

a

Stades de I'infection néonatale -

Figure 6. Etapes d’infection de S. agalactiae chez les nouveaux nés (tiré de [101]).
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75% des infections a S. agalactiae chez les nouveaux nés sont des infections dites
précoces [357]. La rupture précoce des membranes avant I'accouchement, la prématurité et
la faiblesse du poids a la naissance paraissent constituer des facteurs facilitant I'invasion de
S. agalactiae. Les enfants ayant survécu a une infection a S. agalactiae peuvent développer
des séquelles sur le long terme (pertes auditives, de vision ou déficiences intellectuelles)
[242, 353].

Il est a 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 paralléle au déclin des infections chez les nouveaux nés, une augmentation des
infections chez les personnes adultes a été observée. La moyenne d’age des personnes
adultes atteintes par une infection a S. agalactiae est de 60 ans [397]. La mortalité associée
est d’environ 25% et les personnes atteintes possedent souvent une santé préalablement
déja affaiblie par des infections urinaires, du diabéte, un carcinome, ou d’autres maladies
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 maniére plus rare, S. agalactiae est
responsable d’arthrites septiques, de méningites et d’endocardites [81, 121, 154, 264, 270,
278, 320, 397].

1.3. S. agalactiae: une bactérie pathogéne vétérinaire

Dans [l'industrie laitiere, les mammites bovines, cliniques et sub-cliniques,
représentent une source de perte économique majeure. En 1970, S. agalactiae et
Staphylococcus aureus représentaient les deux principaux pathogénes responsables de la
perte de 10% du lait annuel [186]. Streptococcus bovis a été également relié a des cas de

mammites chez les bovins, des endocardites [8], des méningites [283, 293, 374, 389] et est
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associée a des cancers du colon chez I’'Homme [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 a coagulase positive sont
actuellement les causes majeures de mammites a travers le monde [33, 426]. Les mesures
prophylactiques initiées pour diminuer I'apparition de mammites ont contribué a diminuer
les pertes économiques liées aux cas d’infection a S. aureus et S. agalactiae mais ont eu peu

d’effet sur les infections a S. uberis [426].

S. agalactiae devient également un pathogene 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 trés importants chez le cichlidé Tilapia du Nil [273]. De
plus, S. agalactiae a été isolée lors d’infections 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. Relations entre souches d’origine humaine et vétérinaire

La diversité génétique est plus importante chez les souches humaines que chez les
souches bovines. Il est a noter que les souches humaines et bovines appartiennent a des
groupes phylogénétiques différents [24, 30, 327, 380, 390] méme si une autre étude par
comparaison génomique par hybridation sur puce a ADN a suggéré que la souche NEM316
serait proche d’'une souche d’origine bovine [41]. Une grande partie des facteurs de
virulence de S. agalactiae parait étre codée par des éléments génétiques mobiles et leur
contenu en genes est variable d’'une souche a une autre. La présence de genes spécifiques,
notamment de virulence, permettrait aux souches de s’adapter plus précisément aux
conditions rencontrées dans leur écosysteme [41, 45, 327]. Il a été néanmoins montré que
des souches de S. agalactiae pathogenes d’origine humaine peuvent provoquer des
mammites chez les bovins et que des souches d’origine humaine étaient capables d’adhérer
a des cellules épithéliales bovines [37, 191, 415]. Une étude a montré que I'éloignement

phylogénétique entre une souche de S. agalactiae isolée d’un cas de méningite de poisson et
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d’une souche humaine est plus fort que I’éloignement entre des isolats bovins et humains.

Ceci pourrait s’expliquer par I'environnement tres différent rencontré par cette souche [41].

De maniere notable, une étude a montré que les souches ST17 se regroupent de
maniére plus proche avec la population des souches bovines que les autres souches
humaines [24]. Néanmoins, ces résultats restent contreversés puisque d’autres auteurs ont
montré que, sur une collection de souches humaines et bovines, aucune souche bovine ne
s’apparente aux souches d’origine humaine ST17 [41]. La divergence dans les conclusions
des deux études pourrait s’expliquer par I'’émergence de nouveaux clones pouvant biaiser

I'analyse [41].

Une comparaison par MLST (Multi Locus Sequence Typing) et sérotypage moléculaire
de souches de S. agalactiae isolées de différents hotes a montré que des souches isolées de
dauphins et de poissons au Koweit avaient le méme profil génétique qu’une souche d’origine
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
majoritairement en fonction de I'h6te et des relations épidémiologiques entre hétes 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 barriéres que représentent les muqueuses et, une
fois dans le systéme sanguin, peut survivre au systéme immunitaire pour se multiplier
massivement. La virulence de S. agalactiae s’accompagne ainsi d’une adhésion et d’'une

invasion des macrophages et des cellules épithéliales et endothéliales [144, 340, 414]. Pour
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ce faire, le pathogéne doit produire différents facteurs de virulence et s’adapter aux
modifications de son environnement. Différentes protéines intra- ou extracellulaires ont été
décrites comme jouant un réle majeur dans le pouvoir pathogene de S. agalactiae,
notamment, dans I'étape clé qu’est I'adhésion. Des toxines formant des pores dans les
membranes de I'h6te permettent I'entrée du pathogéne dans les cellules cibles ainsi que sa
dissémination. D’autres facteurs de virulence jouent un réle dans I'échappement aux
défenses de I’hote en empéchant la reconnaissance de S. agalactiae par I’h6te comme non
soi, en augmentant la survie intra-macrophages et en clivant des composants du sérum ou
des protéines humaines. S. agalactiae peut résister a I'action des peptides antimicrobiens
cationiques (AMP) produits par les cellules du systeme immunitaire inné de I'hote

notamment en modifiant la charge de sa surface cellulaire.

La persistance des infections humaines et vétérinaires a 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 pathogene et donc par I'étude
des moyens mis en jeu par S. agalactiae pour s’adapter a différentes niches écologiques sur

le plan moléculaire et cellulaire.

2. Caractéristiques génomiques de S. agalactiae

2.1. Avancées sur I'acquisition de données génomiques de S. agalactiae

Les génomes de deux sérotypes capsulaires de S. agalactiae ont été entiérement
séquencés pour la premiere fois en 2002 : la souche NEM316 responsable d’un cas fatal de
septicémie [146] et la souche 2603 V/R [401]. En 2005, 6 génomes supplémentaires d’isolats
humains de S. agalactiae ont été rendus disponibles : génome de la souche A909, isolée en
1934 d’un cas de septicémie; de la souche CBJ111, isolée en 1990 d’un prélevement sanguin;
de la souche H36b; de la souche 18RS21; de la souche COH1 isolée de sang et de la souche

515 isolée du fluide cérébrospinal d’un nouveau né en 1977 [400]. En 2011, la premiere
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souche de S. agalactiae isolée d’'un cas de mammite en 1987 a été séquencée (souche FSL

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

Tableau 3. Sérotypes capsulaires, complexes clonaux et numéros d’accession des souches

séquencées de S. agalactiae.

Sérotype Complexe

Souches capsulaire clonal N° d'accession
NEM316 1 ST23 NC_004368

2603 V/R \ ST110 NC_004116

A909 la ST7 NC_007432
CJB111 \Y ST1 NZ_AAJQ00000000
H36b Ib ST6 NZ_AAJSO00000000
18RS21 Il ST19 NZ_AAJO00000000
COH1 1] ST17 NZ_AAJRO0000000
515 la ST23 NZ_AAJP0O0000000
FSL S3-026 1 ST67 AEXT01000000

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

codent jusqu’a 2175 protéines [146, 400, 401] tandis que le génome de la souche d’origine

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

respectivement d’environ de 35,6 % et 36,1% pour les souches pathogenes humaines et

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

S. agalactiae et 55 % des génes prédits possedent un orthologue chez S. pyogenes ce qui

représente un large réservoir commun entre ces deux espéces. La moitié des genes ne

possédant pas d’orthologues chez S. pyogenes se regroupent sous forme d’ilots génomiques

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

L’acces aux séquences des génomes de 8 souches de S. agalactiae d’origine humaine
appartenant aux principaux sérotypes responsables d’infections a permis d’observer 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 », comprenant l'intégralité des génes de toutes les souches. La partie
flexible du génome de S. agalactiae représente pour sa part 20 % du pan génome. Elle
compte notamment soixante-neuf flots génomiques présents dans les génomes des 8
souches d’origine humaine, 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]. Des fragments d’ADN pouvant avoir une taille jusqu’a 334 kb sont capables de
transférer expérimentalement par conjugaison a partir de multiples sites d’initiation [42]. Il a
été montré in silico que les génomes des huit souches séquencées de S. agalactiae sont
composés d’une mosaique de larges fragments chromosomiques provenant de différents
ancétres. Ces éléments suggerent que la dynamique du génome de S. agalactiae
proviendrait, entre autre, d’échange d’une importante quantité de matériel génétique dans

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

Trois cent cinquante huit génes ont été retrouvés chez une seule des 8 souches
humaines. Beaucoup de ces genes souche-dépendants sont situés sur des éléments
génétiques mobiles putatifs. Chaque séquencage supplémentaire de souches de

S. agalactiae permettrait de détecter 33 nouveaux genes spécifiques d’'une souche [400].

183 génes sont spécifiques a la souche de S. agalactiae d’origine bovine [327]. Une
grande quantité de séquences d’insertion est présente chez cette souche (97) par rapport
aux 8 souches humaines (20). La tres forte proportion de séquences d’insertion dans le
génome (4.3%) pourrait s’expliquer par un phénoméne de goulot d’étranglement résultant

d’une isolation de la population [327]. Ces travaux suggerent que la probabilité de
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réarrangements génomiques est plus élevée chez la souche bovine que chez les souches

isolées de portage humain ou d’infections humaines [327].
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Figure 7. Alignement des pan génomes des souches de S. agalactiae d’origine
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
codantes dans lesquelles les génes ne sont pas conservés. Les contigs ol les genes n’ont pas

d’homologues par I'analyse NUCMER sont répartis en blocs rouges.
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Prises collectivement, toutes ces données suggerent que le « pan» génome de
S. agalactiae est ouvert mais que la possibilité de transfert génétique entre souches de
S. agalactiae d’origine humaine ou vétérinaire parait faible méme si des transmissions
peuvent avoir lieu entre especes en cas de contacts prolongés [256, 400]. Il est a noter que la
différenciation observée entre les souches humaines et bovines parait clairement liée a des
mécanismes de dynamique génomique via des transferts horizontaux. La mise en évidence
de 2 cas de transfert de génes entre la souche FSL S3-026 et d’autres espéces pathogénes
bovines (S. uberis et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae) suggere la possibilité d’un taux plus
élevé de transfert horizontal entre différentes espéces de streptocoques évoluant dans le
méme environnement qu’entre souches de S. agalactiae provenant d’hoétes différents [327].
Dans ce contexte, le transfert inter-espece pourrait effectivement étre plus avantageux pour
S. agalactiae puisqu’il lui permettrait d’acquérir des fonctions utiles dans le milieu dans
lequel la souche évolue : notamment des systémes de résistance différents en fonction des
antibiotiques utilisés en milieu vétérinaire et en milieu hospitalier ou encore des facteurs de

virulence adaptés a un hote spécifique.

2.3. Diversité des ICE chez S. agalactiae

L’analyse des ICE chez 8 souches séquencées a révélé la diversité et la plasticité des
éléments intégrés chez S. agalactiae. Trente-cing ICE ou éléments apparentés sont répartis
entre quinze différents loci au sein des génomes des 8 souches étudiées (Figure 8). La
plupart des loci d’intégration de ces éléments sont des génes codant des ARNt ou des
protéines ribosomiques [40]. Tn916 et TnGBS sont ainsi retrouvés a 4 sites d’insertion
différents (Figure 8). Douze des éléments détectés possedent un site attl/ interne ce qui
suggere que ce sont des éléments composites provenant de l'accrétion de différents

éléments génétiques mobiles [307].

Les éléments intégrés a I'extrémité 3’ du gene codant un ARNt Lysine illustrent bien

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

protéines codées par les éléments intégrés a ce locus possedent une identité de séquence

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

S. dysgalactiae subsp. equisimilis [307].
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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

carrés (marqués avec une croix lorsqu’ils portent un géne codant une intégrase) et les autres ilots

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

apparaissent céte a céte sur la méme ligne.

44



ETAT DE L’ART

attl oé attR
ICE lSRS"I
IRNA"
attl
e its KORCHRLIS

atth
ICE_COHI_
IRNA' Li ’

attl
ICE_2603_ K
IRNA"™
"\’\\'\'
aitl u‘IIR
IME _A909 tRNA"™ () n
4909 vAISO NN gl ,- :
7 attf atiR
lkp CIME_Nem tRNA™ | M QQ
9
o >

Figure 9. Schéma représentant la diversité et la plasticité des éléments intégrés a
I’extrémité 3’ d’un géne codant un ARNt Lysine chez 7 des souches séquencées de

S. agalactiae (tiré de [40]).

Des analyses par puce a ADN utilisant comme matrice I’ADN génomique de 36
souches de S. agalactiae d’origine bovine et humaine, appartenant a différents complexes
clonaux ont confirmé la prévalence et la diversité des ICE et des éléments génétiques
apparentés. Les profils d’hybridation obtenus pour les éléments génétiques intégrés a
I'extrémité 3’ du locus ARNt lysine refletent encore une fois la diversité de ceux-ci chez des
souches de provenances diverses (Figure 10). Ces travaux suggerent fortement I'acquisition
par transfert horizontal de tels éléments par différentes souches de S. agalactiae provenant

d’hotes distincts [40].
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Figure 10. Profil d’hybridation sur puce a ADN de ’ADN génomique de 36 isolats

bovins et humains de Streptococcus agalactiae (tiré de [40]).
Neuf génes de I'ICE intégré a I'extrémité 3’ du géne ARNt lysine de la souche 515 de S. agalactiae
(ICE_515_tRNA"®) ont été recherchés. Les signaux positifs d’hybridation sont représentés par des

carrés rouges tandis que I'absence d’hybridation est représentée par un carré bleu.

Par ailleurs, le gene codant l'intégrase de I'ICE intégré au locus d‘un gene codant un
ARNt lysine a été recherché parmi les séquences d’une collection de souches provenant
d’isolats bovins de S. agalactiae (76 souches), de S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae (32
souches) et de S. uberis (101 souches). Celle-ci s’est révélée 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 espéces de streptocoques comme le
suggérait déja I'analyse par puce a ADN. Aucune donnée supplémentaire n’est disponible sur
les éléments intégrés a ce locus, bien que ceux-ci soient répandus. Or, plusieurs génes

pourraient coder des protéines pouvant jouer un réle 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 est capable de s’adapter a une diversité d’environnements aux
parametres physiologiques variés. Par exemple, S. agalactiae colonise le tractus vaginal
féminin ou la bactérie doit s’adapter a des pH acides (pH= 4.5) mais se maintient également
dans le sang (pH= 7.3) [294, 393]. S. agalactiae possede donc de nombreuses fonctions
adaptatives et de virulence lui permettant de survivre et de s’adapter a différentes niches

écologiques et a différents hotes [101].

Le séquencage des génomes de S. agalactiae appartenant a différents sérotypes et le
développement d’outils moléculaires ont permis de mieux comprendre la stratégie mise en
place par le pathogene durant I'infection et de révéler de nouveaux facteurs de virulence.
S. agalactiae produit : (i) une multitude de protéines permettant I'adhésion aux cellules de
I’'héte ; (ii) deux toxines formant des pores dans les membranes notamment des cellules
pulmonaires, des érythrocytes et des macrophages pour faciliter sa survie, sa dissémination
et I'invasion de cellules eucaryotes (B-hémolysine/cytolysine et facteur CAMP) ; (iii) des
facteurs permettant [|'échappement au systeme immunitaire de [I'hote (capsule
polysaccharidique, peptidase ScpB, peptidase C5a, manipulation et dégradation du
cytosquelette des phagocytes); (iv) des systéemes 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 a 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]).

B-H/C, beta-hémolysin/cytolysin; S.0.D., superoxde dismutase; IL, interleukin;, TNFa, tumour
necrosis factor-alpha; PGE, prostaglandine E; TxA2, thromboxane A; GROa, Growth related
oncogen-alpha; ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1; GM-CSF, granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor.

1.2. Pouvoir adaptatif de S. agalactiae

Le succes de l'infection de S. agalactiae passe par une régulation appropriée de la
production de différents facteurs en réponse aux modifications de I'environnement. Des
analyses transcriptomiques de S. agalactiae montrent une réponse rapide a la croissance
dans différents environnements. A titre d’exemple, I'adhésion de S. agalactiae varie avec le
pH rencontré. Ainsi, I'adhésion a des cellules épithéliales est augmentée de 6 a 20 fois a
pH=4, ce qui est similaire au pH vaginal, par rapport a un pH neutre, rencontré au niveau
sanguin [294, 393]. Une régulation différente est mise en place selon le liquide physiologique
ou se trouve la bactérie. En présence de liquide amniotique, I'expression des systemes a 2

composants et d’autres régulateurs varie fortement et I'expression de la B-hémolysine est
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induite tandis que I'expression de génes codant des protéines permettant I'adhésion de
S. agalactiae a la fibronectine, au collagéne et a la laminine est inhibée [370]. La croissance
en présence de sang induit quant a elle I'expression de quelques génes codant des protéines
d’adhésion (FbsA, BibA et Bsp) [272]. A 40°C, la production des hémolysines (facteur CAMP
et B-hémolysine) est stimulée [272]. Les génes du métabolisme et de réponse aux stress
évoluent également en fonction de I'environnement dans lequel est placée la bactérie. Les
opérons permettant la production de bactériocines et les génes codant des facteurs de

virulence sont souvent régulés en fonction de la densité cellulaire.

Etant une bactérie anaérobie aérobie facultative, S. agalactiae est capable d’avoir un
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 posséde pas de voie de biosynthése de
I’'heme et des quinones et utilise ceux de son héte pour activer la cytochrome CydA oxydase
nécessaire a la mise en place de la voie respiratoire pour 'acquisition d’énergie. En plus
d’étre la source principale de fer utilisée pour de nombreuses activités enzymatiques de
S. agalactiae, I'utilisation de I'héme a pour conséquence d’augmenter fortement sa
compétitivité (croissance doublée) et est nécessaire pour sa virulence compléte chez la
souris [122, 229, 440-442]. Ces résultats suggerent I'importance de la voie respiratoire dans
la virulence de S. agalactiae [440, 441]. Néanmoins, a forte concentration, I’heme a des
effets toxiques pour la cellule bactérienne. Ainsi, la voie respiratoire semble étre ajustée

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

La souche NEM316 pourrait produire jusqu’a 107 régulateurs transcriptionnels de
maniére similaire a L. lactis et 3 facteurs sigma putatifs (6®, ComX et un facteur sigma de
type ECF) (120). La quantité de régulateurs transcriptionnels mis en jeu, incluant une
vingtaine de systemes a deux composants, pourrait étre un élément permettant a
S. agalactiae de s’adapter rapidement et efficacement a des modifications de son
environnement. S. agalactiae possede plus de ces systemes que S. pneumoniae, S. pyogenes

et L. lactis (respectivement 14, 13 et 8) [146].
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Les génes du locus rgfBDAC de S. agalactiae permettraient la régulation des
composants présents a la surface des bactéries en fonction de la densité cellulaire

(Figure 12). La mutation du géne rgfC altere I'adhésion de S. agalactiae au fibrinogéne [381].

D’autre part, le systeme a 2 composants CovRS joue un role important dans la
virulence puisqu’un mutant de I'un ou I'autre des deux génes entraine une diminution de la
virulence des souches. CovRS induit I'expression de la peptidase C5a, des protéines formant
le pili et inhibe la production de la B-hémolysine, du facteur CAMP et de FbsB et BibA
(Figure 12). Il a également été montré que le régulateur CovRS est responsable de la
régulation de I'adhésion de S. agalactiae sur des matieres inertes ou des composants de
I’'h6te (cellules épithéliales et matrice extracellulaire) [303]. Le régulateur permet également
de répondre a des stress osmotiques, oxydatifs et acides et de survivre intracellulairement

dans les phagosomes des macrophages [85, 194, 195, 220, 232].

De plus, Stk1l est un régulateur transcriptionnel appartenant a la classe des kinases
sérine/thréonine (Figure 12). Stpl est le capteur associé de Stkl qui permet sa
phosphorylation. Stkl régule I'expression de génes impliqués dans la réponse au stress
oxydant et a la croissance dans le sang. Ce régulateur est important pour la ségrégation des
cellules et la virulence lors de modeles d’infection de septicémie. Stkl peut phosphoryler le
systeme a deux composants CovRS ce qui inhibe son action [241]. Ainsi, Stk1l entraine
I'induction de I’expression de la B-hémolysine mais peut néanmoins inhiber celle du facteur
co-hémolytique CAMP [321]. Dans cette configuration, S. agalactiae produit plus de B-
hémolysine ce qui augmente sa capacité a 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
transcriptionnels globaux), influence I'expression de nombreux facteurs de virulence
(capsule polysaccharidique et facteurs d’adhésion au fibrinogéne et a des cellules
épithéliales pulmonaires) (Figure 12). Il provoque I'inhibition de I'expression d’une protéine
impliqguée dans I'adhésion au fibrinogene (FbsA). Par ailleurs, RovS induit I'expression du
géne sodA qui code la superoxyde dismutase de S. agalactiae (Figure 12) [139, 348]. Un

important mécanisme d’élimination des bactéries par les phagocytes implique la production
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de métabolites d’oxygene hautement réactifs qui causent de séveres dommages aux cellules
(anions superoxydes, péroxyde d’hydrogéne et radicaux hydroxyles). Chez S. agalactiae, I'un
des mécanismes de lutte contre ce stress est la superoxyde dismutase, qui nécessite du
manganése (Mn®") comme co-facteur, puisque cette espéce ne posséde pas de catalase.
RovsS, en activant I'expression de sodA, pourrait ainsi permettre une meilleure résistance au

stress oxydant et une survie accrue au sein des macrophages [313].

Le régulateur Rga, quant a lui, induit I'expression d’une sous-unité d’un pili (PilA) et
une protéine de surface (Srr-1) et réprime I'expression du géne codant une autre protéine de
surface (FbsA) [347]. Rga a un impact positif sur 'adhésion aux cellules épithéliales Hep-2 et
a la kératine 4 mais négatif sur I'adhésion a des cellules épithéliales pulmonaires et au

fibrinogéne [347].

De maniére intéressante, le régulateur Rgf régule négativement la transcription du
géne fbsA et positivement le géne fbsB, ces genes étant tout les deux impliqués dans

I'adhésion au fibrinogene [2].

Le systeme a deux composants CsrRS réprime directement et indirectement, par
I'inhibition du régulateur Apel, 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

maniére indépendante de CsrRS et Apel [193].
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Figure 12. Régulation des facteurs de virulence importants pour la virulence de

S. agalactiae (tiré de [320]).

Les systémes a 2 composants comprenant les régulateurs transcriptionnels CovR, RgfA, CiaR et DItR et
leurs capteurs associés CovS, RgfC, CiaH et DItS, régulent la transcription des toxines et autres
facteurs contribuant a la virulence de S. agalactiae. Ceux-ci incluent les toxines formant des pores
dans les membranes eucaryotes et les facteurs permettant I'adhésion, I’évasion du systéme
immunitaire et la résistance aux défenses de I’héte. Les génes régulés par 13 autres systémes a 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 Stpl qui

régule également I'expression des toxines formant des pores dans les membranes. Sur les 6
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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. 8-H/C: 8-hémolysine/cytolysine; AMP: peptides antimicrobiens; C5ase:
peptidase C5a; CAMP: Christie Atkins Munch Peterson; FbsA: protéine liant le fibrinogéne; GBS:
streptocoque du Groupe B; LTA: acide lipotéichoique; Met: Methionine; Sia-CPS: Capsule sialique

polysaccharidique; SodA: Superoxyde dismutase.

Par ailleurs, S. agalactiae est capable d’exploiter des composés produits par I’'hbte a
son avantage afin d’assurer le succés de linfection. Ainsi, S.agalactiae utilise la
phospholipase A;a de I’'héte, chez qui elle est impliquée dans I’hydrolyse d’un acide gras,
afin d’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 de s’adapter

efficacement aux modifications de son environnement.
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2. Etape clé de l'infection : I’'adhésion a I’hote

2.1. Propriétés adhésives de S. agalactiae

2.1.1. Meécanisme d’adhésion et forces impliquées

L’étape d’adhésion des bactéries pathogénes aux cellules eucaryotes ou a un substrat
est la premiére étape dans la pathogénicité et I'invasion de I’'h6te (Figure 13). S. agalactiae
est capable d’adhérer a, et d’envahir, un grand nombre de cellules de différents hétes 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 d’interactions streptocoques / hote (tiré de [286]).
(A) Pili (fleches) de GBS marqués aux particules d’or avec des anticorps issus de la sous-unité du
pilus Pl-2a, barre, 0.5 um. (B) Internalisation de S.pyogenes par des cellules épithéliales via la
formation de cavéoles (fleche), barre, 1 um. (C) Agrégation de plaquettes humaines (en rouge)
(marquage de la phalloidine) par S. sanguinis (en vert), barre, 20 um. (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 a

s’intégrer a des biofilms mixtes incluant des streptocoques.
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Des études ont montré que I'adhésion bactérienne aux cellules épithéliales ciblait des
composants de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine, le fibrinogene, le collagene
et la laminine [242, 286, 381, 395]. Les éléments de la matrice extracellulaire sont des
composants permettant I'organisation structurale des cellules eucaryotes par leurs multiples
sites de fixation aux cellules. lls possedent souvent un réle régulateur et permettent de

protéger mécaniquement les tissus contre les pathogenes invasifs [367].

La fibronectine, qui est I'un des composants de la matrice extracellulaire, a un role
dans l'adhésion cellulaire et est retrouvée dans le plasma [173]. De maniére trés
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 maniére similaire a une opsonine. Les opsonines représentent I'ensemble des
substances qui se lient a des antigenes favorisant la phagocytose des bactéries par des
cellules du systeme immunitaire. La caractéristique de S. agalactiae de ne pas lier celle-ci
pourrait étre un mécanisme efficace de résistance pour éviter la reconnaissance par les

phagocytes [59, 173].

S. agalactiae est également capable, de facon variable selon la souche, de lier le
fibrinogéne qui est retrouvé en concentration élevée dans le plasma humain, mais qui est
également un composant de la matrice extracellulaire [104, 158, 355]. Le fibrinogene est
clivé par la thrombine en fibrine qui est le principal composant permettant la formation des
caillots sanguins [158]. La production de fibrinogéne est régulée positivement en cas
d’inflammation ou de stress, tels que lors d’infections systémiques [330]. Le fibrinogene
interfere également avec I'activation du complément et protége de I'opsonophagocytose les
pathogenes qui lI'accumulent a leur surface [70, 355, 432]. La capacité d’adhésion des
souches de S. agalactiae est variable selon leur lieu d’isolement. Par exemple, des isolats
prélevés du fluide cérébrospinal de nouveaux nés adhérent plus au fibrinogéne que des

souches d’origine vaginale ou isolées du fluide gastrique de nouveaux nés [336].

La laminine et le collagene 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 permet I'adhérence des cellules épithéliales aux tissus conjonctifs
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sous-jacents. La laminine et le collagéne constituent également une couche protectrice
autour des capillaires sanguins et font partie de la matrice extracellulaire. Une étude a
montré que I'adhésion de S. agalactiae au collagene représentait une étape critique pour
permettre I'interaction avec une intégrine exprimée a la surface des cellules endothéliales
du cerveau [7]. Néanmoins, trés récemment, une étude a remis en question I'importance du
role de I'adhésion au collagéne dans la virulence de S. agalactiae puisqu’aucune des 10

souches de S. agalactiae étudiées n’était capable de lier le collagéene [104].

La paroi bactérienne représente un organelle dynamique qui ne posséde pas
uniguement des fonctions de maintien de I'intégrité des cellules mais est I’élément impliqué
dans I'adhésion aux matiéres inertes et/ou vivantes [259]. La paroi bactérienne des bactéries
a coloration Gram positive est composée principalement de peptidoglycane (maillage
complexe de chaines de sucres maintenues par des ponts peptides) mais également d’acides
téichoiques, de protéines et de polysaccharides (Figure 14). De maniere intéressante, les
propriétés adhésives des streptocoques seraient majoritairement dues aux protéines
ancrées a la surface cellulaire [286]. S. agalactiae posséde quant a elle de nombreux génes
qui codent des protéines extracellulaires. Le génome de la souche NEM316 contient
notamment 30 ORF possédant un motif signal d’excrétion permettant I'exposition de la
protéine a la surface cellulaire, 5 ORF putatifs codant pour des sortases et 71 génes putatifs

codant pour des protéines sécrétées [45, 146].
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Figure 14. Structure de I’enveloppe des bactéries a coloration Gram positive (ex de Bacillus

cereus et B. anthracis) (tiré de [352]).

Les bactéries a 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

d’ancrage pour la capsule et les pili.

Chez S. pyogenes, I'adhésion a des cellules humaines serait réalisée en deux étapes
(Figure 15). La premiere étape, réversible, permet a la bactérie de lier de nombreux
substrats par des interactions hydrophobes de faible spécificité, notamment par
I'intermédiaire des acides lipotéichoiques. La deuxieme étape met en jeu des protéines plus
spécialisées permettant ainsi une liaison stable au substrat [167]. Le deuxieme type de
protéines mis en jeu dans ce mécanisme est plus spécifique d’un substrat particulier. Ce
modele pourrait également étre applicable a d’autres streptocoques dont S. agalactiae et

S. bovis [167, 286] .
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Figure 15. Schéma représentant le modéle en deux étapes de I'adhésion des streptocoques
a des substrats (tiré de [167]).

Le modéle suggére que la premiére étape est fragile et réversible et est liee a des interactions

hydrophobes, comme par le biais des acides lipotéichoiques chez S. pyogenes. Cette premiére étape

serait nécessaire pour la mise en place de la deuxieme qui implique des partenaires plus spécifiques

tels la protéine M de S. pyogenes et son récepteur ou des protéines liant la fibronectine et la

fibronectine. La deuxieme étape permettrait d’augmenter la force d’adhésion.

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 a une communauté dense et structurée de bactéries enchassées dans
une matrice de polymeére complexe (glucidique et/ou protéique et nucléique) qui adhére a
une surface biotique ou abiotique (Figure 16). Les biofilms constituent une protection contre
les stress environnementaux, les agents antimicrobiens et les défenses de I’"h6te. De 65 % a

80% des infections bactériennes pourraient étre liées a la formation de biofilms [86, 225,
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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].

La premiere étape de formation d’un biofilm est I'attachement initial d’'une bactérie a
un substrat ou a un support (Figure 17, étapes 1 et 2). Celle-ci produit des composants
exopolysaccharidiques permettant l'intégration d’autres bactéries (Figure 17, étape 3).
L'attachement primaire, réversible, est souvent lié a des conditions environnementales
défavorables comme le manque de nutriments ou la présence d’agents antimicrobiens.
Néanmoins, une source de carbone permettant la production d’exopolysaccharides est
souvent nécessaire pour le maintien du biofiim [308]. D’autres conditions
environnementales influencent également la formation de biofilm comme le pH, I'osmolarité

et la présence d’ions divalents [308].
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Figure 16. Analyse morphologique des biofilms de S. agalactiae par microscopie
électronique a transmission (tiré de [328]).

Images representatives de trois souches différentes formant des biofilms importants (A-F) et d’une
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 la avec un grossissement x 500 (A)
et x 100 (B). (C et D) Souche ABC020018145, sérotype Il avec un grossissement x 2000 (C) et x 5000
(D). (E et F) Souche 515, sérotype la avec un grossissement x 1500 (E) et x 5000 (F). (G et H) Souche
CHR-019, sérotype Il avec un grossissement x 1500 (G) et x 5000 (H).
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Le développement et la maturation de l'architecture du biofilm sont les deux
derniéres étapes de la formation du biofilm (Figure 17, étapes 4 et 5). De nombreux facteurs
sont produits de maniere différente durant la phase de transition et le quorum sensing est
souvent impliqué dans la formation d’un biofilm mature. Le quorum sensing est un
processus de communication entre cellules qui passe par la production et la détection de
molécules permettant la synchronisation de I'expression de certains genes de virulence, de
symbiose, de compétence, de conjugaison, de production d’antibiotiques, de sporulation et
permettant la formation du biofilm. L'expression de différentes adhésines et de leurs
récepteurs associés contribue au regroupement en communauté [239]. En général, les
molécules du quorum sensing sont des homosérines lactones chez les bactéries a coloration
Gram négative et des oligopeptides chez les bactéries a coloration Gram positive [4, 239,
308]. Deux types de systemes de quorum sensing ont été identifiés chez les bactéries a
coloration Gram positive. Le premier type met en jeu un systéme a trois composants
(ComCDE) : un peptide auto-inducteur et un systeme a deux composants qui détecte
spécifiguement et répond a 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 génes, tel le
régulateur ComR. Dans les deux cas, a partir d’un certain seuil de densité cellulaire
bactérienne, le peptide est détecté et une cascade de régulation de nombreux génes est
mise en place [4, 239]. Certains auteurs suggerent 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 trés similaires [86]. Un peptide signal pourrait alors
étre défini plus largement comme une molécule s’accumulant dans le milieu extracellulaire
durant une phase spécifique de croissance ou une condition environnementale particuliéere,
étant capable de reconnaitre un récepteur de surface ou cytoplasmique et ayant la capacité

d’induire une réponse cellulaire [4, 246].
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Au sein des biofilms, les bactéries sont confrontées a des gradients de
nutriments, d’oxygéne ou d’accepteurs d’électrons ce qui crée des microenvironnements

particuliers auxquels les cellules répondent en régulant I'expression de certains genes [246].

Enfin, la derniere étape de la formation de biofilm consiste en la dispersion des
bactéries enchassées afin de permettre la colonisation d’un autre site (Figure 17, étape 5)

[86, 225, 226, 286, 350].

Figure 17. Schéma modélisant le développement d’un biofilm bactérien (tiré de
[350]).
A la premiére étape, les cellules s’attachent réversiblement puis irréversiblement a I'étape 2 a
I'aide des substances exopolysaccharidiques et de la perte de mobilité des bactéries. La
troisieme étape correspond au développement primaire de I'architecture du biofilm suivie par
une seconde maturation aboutissant a un biofilm mature au niveau de I'étape 4. L’étape 5

consiste en la dispersion des cellules a partir des microcolonies.

Il a été montré que les bactéries avaient également développé des processus afin de
se détacher si les conditions physico-chimiques et nutritives de leur environnement n’étaient
pas favorables a leur croissance. L’adhésion bactérienne 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 antigénes de type I/Il, les protéines liant les immunoglobulines,
les glycoprotéines riches en répétitions sérine (Srr), les protéines similaires au collagéne, les
peptidases et les adhésines [286]. Des échanges génétiques entre streptocoques
expliqueraient ’'homologie de certaines protéines constatée entre différentes espéces [226,

286].

Le séquencage 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 I'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 particulierement bien équipés pour coloniser de multiples

environnements en adhérant a une grande diversité de substrats (Figure 18) [189, 242, 286].
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Tableau 4. Protéines de surface impliquées dans I'adhésion aux composants de I’hote déja
décrites chez S. agalactiae.

Groupe de protéines Protéines Motif Fonction(s) et/ou substrat(s) Sources
d'ancrage
Antigéne I/11 Ssp-5 LPxTG Co-agrégation, subtrats multiples [286, 401]
Famille Alp Protéine a LPXTG Glycosaminoglycanes de I'h6te [45, 286]
Rib LPXTG Glycosaminoglycanes de I'h6te [45, 286]
R28 LPxTG Glycosaminoglycanes de I'h6te [45, 286]
Alp2 LPXTG Glycosaminoglycanes de I'h6te [45, 286]
Pili/fimbriae PI-1, PI-2a, PI- LPxTG Co-agrégation, formation de biofilm, [213, 328,
2b substrats multiples 362]
Protéines a séquences Srr-1, Srr-2 LPXTG Subtrats multiples [275, 346,
répétées riches en sérine 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 fibrinogene FbsA, FbsB LPxTG, / Fibrinogene [2, 96, 158,
310, 336,
355]
CspA LPXTG Fibrinogene (clivage) [165, 363]
GADPH / PKG / Fibrinogene [32,114, 183,
196, 249,
Protéines liant le GAPDH/PKG / Plasminogene, plasmine, actine 297, 298,
plasminogéne 359, 434]
(32, 114, 183,
196, 249,
297, 298,
359, 434]
Protéines liant les Protéine B 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 Protéine B LPxTG Facteur H [3, 242]
Protéines liant les cellules de BibA LPxTG Cellules épithéliales [349]
I'hote
FbsA LPxTG Cellules épithéliales et [158, 310,
endothéliales, 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,
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HvgA LPXTG Cellules épithéliales et endothéliales [396]
Srr-1 LPxTG Cellules épithéliales [275, 346]

2.2.2. Antigénes I/l

Russel et al. ont été les premiers auteurs a mettre en évidence une protéine de
surface possédant deux déterminants antigéniques. Cette famille de protéines a alors été
nommée famille des antigénes I/Il [342]. La plupart des streptocoques oraux expriment a
leur surface au moins un de ces polypeptides (Figure 18) [35].

Les antigénes I/1l, en raison de leurs multiples sites de liaison, sont impliqués dans
I'agrégation et dans la formation de biofilm, mais également dans un grand nombre
d’interactions avec la matrice extracellulaire (collagéne, fibrinogéne, fibronectine et
laminine) et avec d’autres partenaires microbiens oraux tels qu’Actinomyces naeslundii,

S. oralis, Porphyromonas gingivalis et Candida albicans [178, 190, 219, 365].

LP A \' P Cc CWA
S. mutans S—p—— 1] 1561 aa
SpaP — .
68.5% 77% 76.2%
S. gordonii ——— '
SspA . ‘ - 1577 aa
65.5% 26.1% 66.7%
S. gordonii S P ——" ] ] 1499 aa
SspB =
28.3% 7.9% 33.2%
S. pyogenes ! ! — 1352 aa
AspA
50.5% 74% 19%
S.intermedius ot 1310 aa
Pas
22% 12.1% 10%
S.agalactiae .- 826 aa
BspD

Figure 18. Identité de séquences entre des protéines appartenant a la famille des
antigenes /1l 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 ; CWA, signal d’ancrage a la paroi (le plus souvent LPxTG).
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La protéine Gp340 est un récepteur majeur pour la plupart des antigenes de type I/l
tels SpaP chez S. mutans et SspA et SspB chez S. gordonii. Gp340 est une molécule de
défense produite par I’'h6te au niveau des muqueuses et impliquée dans la régulation des
réponses cellulaires immunes et dans la différentiation épithéliale [28, 202, 315]. En milieu
liguide, Gp340 provoque l'agrégation bactérienne mais quand la protéine est immobilisée,
notamment au niveau oral, elle devient un récepteur pour I'adhésion [36]. Plusieurs régions

présentes sur les antigénes I/1l peuvent permettre la liaison a Gp340.

Chez la plupart des streptocoques, ces protéines sont composées de 1310 et 1653
acides aminés tandis que S. agalactiae code des polypeptides d’environ 863 acides aminés
[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]. Les antigénes I/Il proviendraient d’une protéine ancestrale commune ayant
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
I’h6te sont riches en alanine et contiennent beaucoup d’acides aminés hydrophobes. Ces
séquences sont généralement répétées 3 ou 4 fois [92, 276, 279, 360]. Les séquences
répétées sont tres conservées chez la protéine SpaP de S. mutans et SspA et SspB de
S. gordonii mais peu chez AspA (codée par le gene spy1325) de S. pyogenes et BspD de
S. agalactiae (Figure 18). Néanmoins, AspA confere également des propriétés adhésives a la
protéine Gp340 [448]. Il est a 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 parait
étre 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 particulierement hydrophile et
peut étre exposée a I'environnement extracellulaire. De nombreuses analyses fonctionnelles

ont montré que cette région était a I'origine de I'adhésion aux cellules de I'h6te. Le motif
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LPxTG d’ancrage de la protéine a la paroi bactérienne (CWA) est suivi d’une région d’acides
aminés majoritairement hydrophobes et d’une queue C-terminale chargée positivement
[188]. Deux séquences de la région nommée BAR en région C-terminale seraient
responsables de l'interaction des streptocoques oraux avec P. gingivalis : KKVQDLLKK et
NITVK [88]. En amont de la séquence NITVK, se trouve une séquence VxxLL proche de la
séquence consensus LxxLL responsable d’interactions entre protéines eucaryotes. La
séquence VxxLL est essentielle a I'interaction entre les streptocoques oraux et P. gingivalis.
La séquence NYTVK est conservée chez les antigenes I/Il produit par S. gordonii, S. oralis et

S. sanguinis, 3 especes formant des biofilms mixtes avec P. gingivalis [88].

Chez S. agalactiae, un seul antigéne de type I/Il putatif a été identifié par analyse
in silico chez la souche 2603 V/R mais aucune description n’a été réalisée [286, 401]. Ainsi,

les antigénes de type I/Il ont été trés peu recherchés chez S. agalactiae.

2.2.3. Famille Alp

La famille des protéines de surface Alp est composée de 4 protéines : les protéines a,
Rib, R28 et Alp2 [385]. Les genes codant les protéines de la famille Alp contiennent de
multiples répétitions en tandem et le nombre de répétitions est important pour la
reconnaissance par le systeme immunitaire de I’"h6te [45]. Les recherches sur les protéines
de la famille Alp sont importantes puisque cette famille offre des possibilités de candidats
vaccinaux.

La protéine a est produite par la plupart des souches appartenant aux sérotypes la, |b
et Il et trés rarement chez celles appartenant aux sérotypes lll et V tandis que la protéine Rib
est exprimée par la plupart des souches de S. agalactiae appartenant au sérotype Il [385,
429]. La protéine Rib et la protéine a présentent 80 % d’identité de séquences [429]. La
protéine R28 a été identifiée pour la premiéere 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 la, lll et V). Ainsi, la présence des génes codant les protéines de la famille Alp parait

étre liée au sérotype capsulaire et la majorité des souches de S. agalactiae posséde au moins
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I'un des 4 genes codant une protéine de la famille Alp ce qui suggére un role important de
cette famille pour S. agalactiae [242].

La délétion du gene codant la protéine a atténue la virulence d’une souche de
S. agalactiae tandis que la protéine R28 n’a pas d’impact sur la virulence chez les souris [31,
384]. La protéine a ainsi que les protéines Rib et Alp2 n’ont pas d’'impact sur I'adhésion a des
cellules épithéliales cervicales humaines ME180. La protéine a permet néanmoins I'invasion
de ces cellules [31, 242]. A l'inverse, la protéine R28 permet I'adhésion aux cellules ME180

[384]. De plus, la protéine Rib confere une immunité protective [384, 385, 429].

2.2.4. Pili

Trois loci codant des pili (PI-1, Pl-2a et PI-2b) ont été décrits chez S. agalactiae.
L'organisation génétique des ces 3 opérons est similaire et codent 3 sous-unités : PilA, PilB et
PilC. La sous-unité PilB représente la protéine majoritaire et s’oligomérise pour former le
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 a la base du pili [103,
328, 337]. Les souches séquencées de S. agalactiae posséde un ou deux loci et la souche 515
possede uniquement le locus Pl-2a. Il est a noter que les trois loci sont situés sur des flots

génomiques et pourraient se transférer [337].

Les propriétés que conférent les pili a 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 parait étre essentiellement conférée par la production d’un pili de type Pl-2a
[328]. La différence pourrait s’expliquer par le fait que la derniére étude a été réalisée dans

des conditions in vitro qui ne reflétent que partiellement les conditions rencontrées in vivo.

Par ailleurs, il a été montré que le pili, et notamment la protéine PilA, contribue a
I'adhérence de certaines souches de S. agalactiae au collagene, aux cellules épithéliales

vaginales et cervicales et a la colonisation de tractus génital féminin [362], a I'adhérence et a
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I'invasion des 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).
PilA contribue a I'invasion du systéme nerveux central et au développement de méningites
[7, 213, 253]. Néanmoins, une autre étude sur une souche différente de S. agalactiae n’a mis
en évidence aucun réle de PilA dans I'adhésion aux 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 role dans la résistance aux peptides antimicrobiens
aboutissant a une meilleure survie dans le systeme sanguin ainsi qu’une meilleure survie
face aux macrophages ou aux neutrophiles [193, 254]. Néanmoins, une autre étude ne
détecte aucun réle de cette protéine chez la souche NEM316 dans la résistance a la
phagocytose et a 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
s’effectuer alors par un mécanisme impliquant une répulsion électrostatique [302]. Il est a
noter également que chez la souche NEM316, PilB est nécessaire pour que la virulence de

S. agalactiae s’exerce pleinement chez les nouveaux-nés de souris [302].

Tous ces éléments révelent des fonctions spécifiques pour les pili qui dépendent du

type de pilus impliqué, de I'expression du pilus, de I'h6te et des facteurs environnementaux.

2.2.5. Famille des protéines a séquences répétées riches en sérine (protéines Srr)

La protéine Srr-1 (Serine-Rich-Repeat), produite par la majorité des souches
appartenant aux sérotypes la, Ib, V et certaines souches du sérotype lll, joue un réle
important dans le franchissement de la barriere hémato-encéphalique et dans le
développement de méningites [358, 361, 420]. Srr-1 est également impliquée dans

I’adhésion aux cellules épithéliales intestinales (TC7), pulmonaires (A549) et du larynx (Hep-
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2) [275, 346]. Srr-1 permettrait également le succes de la colonisation du tractus génital

féminin [362].

2.2.6. Famille des protéines a séquences répétées riches en leucine (protéines LRR)

A linstar de la protéine SIr de 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
et sont impliquées dans un grand nombre d’interactions entre protéines [211]. Blr, qui
possede des propriétés immunogéniques, n’est pas accessible lorsque S. agalactiae croit in
vitro mais I'exposition de Blr a la surface chez S. agalactiae augmente d’un facteur 100 chez
un mutant dépourvu de capsule polysaccharidiqgue qui masque Blr. L'exposition de BIr
s’accroit également en absence de la protéine de surface Rib. L’accessibilité a la surface de la
protéine Rib n’est quant a elle pas perturbée par la capsule. Chez S. pyogenes, |'exposition a
la surface de Slr n’est pas modulée en fonction de la présence ou I'absence de la capsule
riche en acide hyaluronique, mais augmente d’un facteur de 20 chez une souche dépourvue
de protéine M ou F (ou Sfb1) [422]. Les protéines de surface de S. agalactiae peuvent ainsi
subir entre elles une régulation mécanique en fonction de la présence/absence d’autres

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 géne scpB, possede cette capacité [12, 68, 184]. De plus, le géne
codant une protéine similaire a la protéine PavA de S. pneumoniae a été décrite chez une
souche de S. agalactiae [364]. Chez S. pneumoniae, PavA se fixe a la fibronectine
immobilisée [179] mais est également impliquée dans I'adhésion aux cellules épithéliales
A549 et Hep-2 et a des cellules endothéliales microvasculaires du cerveau humain et des

cellules endothéliales dérivées de veines ombilicales humaines [314]. Néanmoins, des
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données suggérent que PavA jouerait un role indirect dans la virulence par I'intermédiaire de

la modulation d’autres facteurs de virulence [314].

2.2.8. Protéines liant la laminine

La protéine Lmb (pour laminin binding), ubiquiste chez les souches d’origine humaine
de S. agalactiae, a d’abord été décrite comme permettant I'adhésion a la laminine [382].
Plus récemment, des travaux ont montré qu’elle permettait également I'invasion des cellules
endothéliales micro-vasculaires du cerveau humain (hBMEC) [399]. Le géne Imb est localisé
sur un transposon et est adjacent au géne scpB codant la peptidase C5a. Cette région
génétique apparait étre une zone forte de plasticité génétique olu peut s’insérer
fréguemment la séquence d’insertion 1IS1548 ou l'intron GBSi1 [1, 45]. La présence de |'un ou
I'autre de ces éléments parait étre dépendant du complexe clonal des souches [1]. La
présence d’'IS1548 induit I'expression du géne Imb et augmente de maniére concordante la
capacité d’adhésion a la laminine mais n’a aucun effet sur I'expression du gene scpB et sur la

capacité d’adhésion a la fibronectine [1].

2.2.9. Protéines liant le fibrinogéne

FbsA et FbsB sont deux protéines décrites comme permettant I'adhésion au
fibrinogéne [96, 158, 310, 355]. Bien que les deux protéines paraissent avoir la méme
fonction, il n’existe pas d’homologie entre les deux génes codant ces protéines [96]. Une
étude a montré que seulement 21 % des souches testées (n=111) ne possédent pas le géne
fbsA, 35 % des souches possedent uniquement ce gene et 50 % possedent les 2 génes. Dans
cette étude, fbsB n’est jamais trouvé en absence de fbsA [336]. Les souches qui possedent
les deux genes présentent une plus forte capacité d’adhésion au fibrinogéne [336]. Les
protéines FbsA et FbsB sont présentes chez toutes les souches de S. agalactiae ST17.
D’autres éléments indiquent également que la présence de I'un ou l'autre des deux geénes

codant ces protéines de surface parait étre dépendante du groupe ST [2, 336].
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FbsA parait étre la protéine majoritaire impliquée dans I'adhésion au fibrinogéne.
FbsA permet également d’adhérer aux cellules hBMEC et pulmonaires A549, induit
I'agrégation des plaquettes sanguines humaines majoritairement par l'intermédiaire de
I'adhésion au fibrinogéne et joue un role dans la résistance a I'opsonophagocytose [158,
310, 354, 398]. Le nombre de répétitions de séquences répétées présentes dans le géne
fbsA, qui sont a I'origine de la liaison au fibrinogéne, est hautement variable d’une souche a
une autre et est dépendant de la présence du géne fbsB [336, 355].

Une protéine FbsB d’une souche de S. agalactiae d’origine humaine est capable de
lier aussi bien le fibrinogéne humain que le fibrinogéne bovin grace a des régions différentes
[96]. FbsB n’est pas impliquée dans I'adhésion aux cellules épithéliales pulmonaires
humaines mais par contre joue un réle dans I'invasion de ces mémes cellules [158]. L’ajout
de la protéine FbsB purifiée inhibe par compétition I'invasion des cellules A549 ce qui
indique que le réle de FbsB dans I'invasion des cellules est direct. Tandis que FbsA possede
un motif LPXTG permettant I'ancrage dans la paroi bactérienne, FbsB ne posséde pas de
motif équivalent et pourrait ainsi étre sécrétée dans le milieu ou attachée de maniére non

covalente [158].

La sérine protéase CspA de S. agalactiae est une protéase associée a |'enveloppe
cellulaire capable de cliver le fibrinogéne de I’h6te et de se fixer au produit de la réaction.
CspA présente des homologies avec la famille de protéines a laquelle appartient la protéase
C5a. CspA participe en plus a la virulence de S. agalactiae chez un modele rat et a la

résistance a I'opsonophagocytose par des neutrophiles humains in vitro [165, 363].

2.2.10. Protéines liant le plasminogéne

Les glycéraldéhydes 3-phosphate deshydrogénases (GADPH) sont des enzymes
cytoplasmiques impliquées dans le métabolisme glycolytique. Malgré I'absence de signal de
sécrétion, elles sont exprimées a la surface de plusieurs bactéries, champignons et
protozoaires. Ces enzymes de ménage peuvent étre impliquées dans l'adhésion aux

composants de I’"h6te comme la fibronectine et le plasminogene et peuvent ainsi devenir des
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facteurs de virulence [114, 196, 297, 298, 434]. Chez S. agalactiae, une telle protéine a été
mise en évidence a la surface cellulaire [359]. Elle est capable d’interagir avec du
plasminogene, du fibrinogéne et de I'actine et participe a la virulence de S. agalactiae chez la
souris [249, 359]. L'adhésion au plasminogéne peut activer la plasmine pouvant générer une
activité protéolytique. S. agalactiae pourrait, par cette voie, dégrader la fibronectine de
I’'h6te [249]. La GADPH chez S. agalactiae pourrait également étre impliquée dans
I'interaction avec des protéines de S. agalactiae telles les 3 sous-unités composant le pilus
(PilA, PilB et PilC) mais également avec d’autres espéces bactériennes comme L. lactis,
S. aureus, S. pyogenes et E. coli [291]. Chez S. agalactiae, la localisation extracellulaire de la
GADPH est stimulée en cas de lyse cellulaire comme a la suite d’une exposition a de la
pénicilline G ou en cas de surexpression d’une autolysine. A I'inverse de la GADPH produite

par L. lactis, la GADPH de S. agalactiae induit I'apoptose de macrophages de souris [291].

Par ailleurs, la phosphoglycérate kinase (PKG) a été trouvée a la surface cellulaire des
souches de S. agalactiae [32, 183]. Cette enzyme est également impliquée dans la voie
glycolytique. La PKG se fixe au plasminogene, a la plasmine, a la fibronectine et a I'actine de

I’'h6te et I'expression de la PKG chez des cellules Hela altére leur cytosquelette [32].

2.2.11. Protéines liant les immunoglobulines

Chez S. agalactiae, |la protéine B interagit avec 2 composants du systeme immunitaire
humain : la fraction C des immunoglobulines A du sérum humain et le facteur H du plasma
qui inhibe I'activation 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, Il et V et jamais chez celles appartenant au sérotype lll. Contrairement a
beaucoup de protéines de surface, la protéine B ne possede 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 a la
surface cellulaire nommeée Sip pour Surface Immunogenic Protein [18, 43, 329]. L’analyse de

séquence de Sip ne révele 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
modele vaccinal puisque des études ont montré que des souris étaient immunisées aprées

une injection d’une 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 a la surface cellulaire. La
vaccination avec une protéine BPS recombinante protége 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 gene scpB, codant la peptidase C5a exposée a la surface bactérienne, n’a été
identifié que dans les génomes de souches de S. agalactiae pathogéenes humaines et non
chez les souches isolées de bovins. La peptidase C5a présente une forte identité par rapport
a la protéine ScpA de S. pyogenes ce qui suggere un transfert horizontal entre ces deux
espéces [29, 45, 97, 132]. Elle permet la dégradation de la protéine du complément humain
C5a, lie la fibronectine immobilisée [12] et confére un pouvoir invasif des lignées cellulaires
épithéliales A549 et Hep2 [68]. Néanmoins, un mutant AscpB n’est que partiellement affecté
dans sa capacité d’adhésion a la fibronectine. Ce résultat est en accord avec la quantité de
travaux qui révelent un arsenal de protéines de surface pouvant adhérer a de nombreux

substrats et dont pour certaines, les fonctions se rejoignent [68].

2.2.13. Protéines liant les cellules de I'hote

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 C4dbp, les cellules

épithéliales cervicales ME180, et les cellules pulmonaires A549. Une délétion du gene codant
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BibA diminue la résistance de S. agalactiae dans le systéme sanguin, la résistance a la

phagocytose et affecte la virulence chez le modeéle souris [349].

HvgA, produite par les souches de S. agalactiae appartenant au complexe clonal 17 et
au sérotype capsulaire 17, permet le franchissement des barriéres intestinales et de la
barriere hémato-encéphalique. HvgA est capable de lier de nombreuses lignées de cellules
eucaryotes : cellules épithéliales intestinales Caco-2, les cellules constituant la barriere
hémato-encéphalique hCMEC/D3, les cellules endothéliales de micro-vaisseaux du cerveau

MVEC et hBMEC, les cellules épithéliales du plexus choroides CPEC et les cellules Hela [396].

2.3. Les sortases : acteurs de I’ancrage des protéines de surface dans la

paroi bactérienne

Les sortases sont des transpeptidases qui permettent I'ancrage des protéines de
surface dans I'enveloppe bactérienne. Des analyses informatiques ont révélé leur présence
dans tous les génomes bactériens a coloration Gram positive [286]. Les sortases sont
classifiées selon leur fonction (Figure 19). Les sortases de classe A sont les sortases de
ménage permettant d’ancrer la majorité des protéines de surface. Les sortases de classe B
pourraient étre impliquées dans l'acquisition du fer et 'assemblage de pili mais ne sont
produites que par peu d’espéces comme Bacillus cereus et C. difficile. Les sortases de classe
C sont retrouvées chez les espéces pathogenes, comme par exemple E. faecium et
S. agalactiae, et sont impliquées dans la formation des pili et dans I'ancrage des protéines de
surface essentielles a la virulence. Les sortases de classe D ne sont présentes que chez les
Bacilles, les Clostridium et les Actinomycétes et leurs cibles sont des genes impliqués dans
des fonctions enzymatiques et dans la sporulation. Les fonctions des sortases des classes E et
F sont peu connues. Les sortases appartenant a la classe E pourraient étre les sortases de

ménage des espéces 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 a 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 a noter que les classes D et E décrites ici sont référées comme appartenant
toutes les deux a la classe D selon la nomenclature de Dramsi et al [105]. Les sortases appartenant

aux classes A a F sont représentées ainsi que les principales fonctions connues de leurs substrats.

Ces enzymes catalysent une premiére réaction de transpeptidation clivant la protéine
de surface au niveau du peptide signal (Figure 20). Une deuxiéeme étape consiste a
incorporer les protéines clivées au sein de I'enveloppe. Les protéines de surface chez les
bactéries a coloration Gram positive possédent 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 poles

cellulaires [91].
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Figure 20. Réle de la sortase A dans I’ancrage des protéines a la paroi cellulaire des
bactéries a 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
(boite noire) et une queue chargée positivement (+). Suivant l'initiation dans le systéme de sécrétion,
le peptide signal est clivé, tandis que la sortase A recherche la présence de motif LPxTG sur les
précurseurs. Apres 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 de la thréonine a I'extrémité C-terminale de la protéine de surface. Le groupe amine des
ponts transversaux entre le lipide Il 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 Il. Les réactions de transglycosylation et de transpeptidation permettent
I'incorporation des protéines de surface au sein de la paroi cellulaire des bactéries a coloration Gram

positive. MIN et GN représentent respectivement I’acide N-acétylmuramique et N-acétylglucosamine.

77



ETAT DE L’ART

S. agalactiae posséde une sortase de classe A et un nombre variable de sortases de
classe C [80]. Une souche dépourvue du gene srtA, codant la sortase A, est déficiente dans
I'adhésion aux composants principaux de la matrice extracellulaire (fibrinogéne et
fibronectine) et présente également une déficience dans I'adhésion aux cellules épithéliales
humaines (Caco-2, A549 et Hela) et de souris (L2). La colonisation de souris gnotobiotiques
par une souche AsrtA est fortement diminuée lors d’essais de compétition méme si la
virulence de la souche n’est pas affectée [216]. La délétion de la sortase A n’affecte pas la
polymérisation du pili chez S. agalactiae néanmoins |’expression du pilus a la surface est
réduit et les composants s’accumulent dans le milieu extracellulaire [287]. La sortase de
ménage de la classe A chez S. agalactiae, dont la souche 515, est responsable de I'ancrage
des pili PI-2a dans la paroi mais pas de I'ancrage des protéines accessoires au sein des pili. La
sortase A parait bien représenter la sortase de ménage chez S. agalactiae [209, 281, 328].

Les sortases de classe C semblent étre groupées au sein d’opérons codant des pili
[337]. Les 3 opérons codant les pili décrits chez S. agalactiae, PI-1, Pl-2a et Pl-2b, codent
ainsi chacun 2 sortases appartenant a la classe C. Comme pour les pili de type PI-1, ce sont
les sortases de la classe C qui sont responsables de I'assemblage des protéines accessoires

des pili PI-2a [209, 281, 328].

S. agalactiae produit donc deux types de sortases qui possédent un réle déterminé

dans I'ancrage des protéines de surface et des pili.
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3. Le facteur CAMP : une hémolysine ubiquiste chez S. agalactiae

3.1. Composition de la paroi des érythrocytes mammiferes

Chez les mammiferes, 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 intriqués dont la composition exacte varie en fonction de I'organisme [334]. Les
phospholipides, dont les principaux représentants sont la phosphatidylcholine, Ia
phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine et la sphingomyéline, et le cholestérol sont
des composants essentiels de cette membrane [418]. Dans la plupart des tissus mammiféres,
la sphingomyéline représente de 2 a 15% de la totalité des phospholipides mais cette
concentration est généralement beaucoup plus importante dans les membranes
érythrocytaires. Chez les mammiféres, la sphingomyéline peut étre métabolisée en céramide
(N-acyl-sphingosine), un lipide membranaire bioactif, sous I'action d’'une sphingomyélinase

[9].

3.2. Action des sphingomyélinases sur la paroi des érythrocytes

Les sphingomyélinases bactériennes sont des protéines sécrétées qui sont capables
d’utiliser les lipides de I’h6te pour exercer leurs effets cytotoxiques [405]. La production de
sphingomyélinases a été identifiée chez diverses especes 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 étre 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
I’environnement extracellulaire [405]. Sous l'action d’une sphingomyélinase, un simple

refroidissement peut entrainer la lyse érythrocytaire [274].
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Etant donnée Ila concentration en sphingomyéline de leur membrane, les
érythrocytes de 'Homme (27%), de la souris (25 %), du lapin (19%) et du cheval (10 %) ne
sont quasiment pas sensibles a I'action de la sphingomyélinase tandis que les chévres, les
moutons et les bovins le sont (respectivement 46%, 51% et 52%) [274, 331, 334, 405].
Néanmoins, il est a noter que les érythrocytes de lapins ont malgré tout été décrits comme
sensibles apres un traitement a la phospholipase C qui convertit les phospholipides en

diacylglycérol.

Les sphingomyélinases bactériennes sont considérées comme des facteurs de
virulence importants puisqu’il a été montré que des mutants ne produisant plus cette

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

L’addition de sphingomyélinase staphylococcale et de Mg®* a une solution
d’érythrocytes de moutons résulte en une hydrolyse de la sphingomyéline. Néanmoins, ceci
n‘aboutit a la lyse des cellules que dans certaines conditions supplémentaires: un
refroidissement, I'addition d’EthyleneDiamineTetraAcetate (EDTA) [376], la modification du
pH ou de la concentration en sel [316, 435], ou l'addition d’un produit extracellulaire
spécifique produit par S. agalactiae, nommé facteur CAMP [75]. En raison de sa facilité
d’exécution et de son faible colt, ce dernier devint le moyen privilégié d’identification de
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
a tester. Le test CAMP est dit positif, c'est-a-dire qu’il y a production du facteur CAMP, si une
zone d’hémolyse synergique caractéristique en forme de fleche est visible entre les deux

stries.
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3.4. Des niches écologiques communes entre S.aureus et les

streptocoques

Chez I'homme 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 espéce constitue
I'un des principaux pathogénes responsables de mammites chez les bovins [135]. De
maniére trés intéressante, S. aureus est également capable d’envahir le systéme sanguin de
son hote. La possibilité de retrouver S. aureus en proximité immédiate avec S. agalactiae ou
une autre espéce de streptocoque laisse suggérer que la réaction hémolytique synergique
entre le facteur CAMP et la sphingomyélinase peut étre un phénoméne non anecdotique

lors d’une infection.

3.5. Caractéristiques du facteur CAMP

Le facteur CAMP a été purifié et caractérisé par Bernheimer puis par Jirgens 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 (pl)
de 8,3 et composé a 4% de carbohydrates [21]. Des éléments contradictoires en 1985
montrent que le facteur CAMP aurait une masse moléculaire de 25 kDa et un pl de 8,9 [200].

D’autres expériences auraient tendance a confirmer cette deuxieme démonstration [351].

Le facteur CAMP possede des propriétés immunogenes et est produit durant
I'invasion de I’hote [47, 197]. L'hémolyse diminue lorsqu’on ajoute au mix réactionnel initial
(facteur CAMP, sphingomyélinase et érythrocytes) du sérum provenant de bovins
antérieurement infectés avec une suspension de S. agalactiage et ayant développé une
mammite [47]. De plus, la vaccination de vaches laitiéres avec une protéine chimérique
possédant des épitopes du facteur CAMP et du facteur Uberis (cf partie 3.9.1.) résulte en
une diminution significative de l'inflammation [126]. Le facteur CAMP peut se lier aux

immunoglobulines des classes IgG et IgM de nombreuses especes mammiferes [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
propriété puisqu’aucune interaction entre le facteur CAMP et les immunoglobulines G n’a pu

étre détectée dans les conditions de I'expérience [115].

3.6. Mécanistique du facteur CAMP

Le facteur CAMP est un produit extracellulaire et il a été montré que la présence
seule du facteur CAMP purifié suffisait a provoquer I'événement de lyse des cellules
uniguement lorsque celles-ci étaient prétraitées avec de la sphingomyélinase. Le clivage de
la sphingomyéline en céramide par la sphingomyélinase apparait donc comme un pré-requis
essentiel pour la lyse cellulaire induit par le facteur CAMP [21]. Ainsi, le facteur CAMP
permet la lyse des érythrocytes dont la membrane est composée d’au moins 45% de
sphingomyéline puisque ceci est le seuil minimal pour I'action de la sphingomyélinase

bactérienne [197].

L’étude de I'activité du facteur CAMP par I'utilisation de liposomes synthétiques a
montré que la part de cholestérol dans la membrane des cellules eucaryotes pouvait
influencer l'activité du facteur CAMP [223, 388]. Les liposomes sans cholestérol sont
insensibles au facteur CAMP tandis que, lorsque la concentration en cholestérol augmente

jusqu’a 45%, les liposomes deviennent trois fois plus sensibles au facteur CAMP [223].

Cinquante pour cent des érythrocytes de moutons sont lysés en 25 minutes a 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 a la sphingomyélinase, le

facteur CAMP a également une activité lytique mais a 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 a la sphingomyélinase.

Le facteur CAMP lie les membranes érythrocytaires et notamment les protéines de la
membrane cellulaire. Certaines données suggerent que le facteur CAMP lie spécifiquement
les noyaux glycanes des protéines ancrées aux glycosylphosphatidyl inositols (GPI) [223,
224]. Le facteur CAMP parait ne pas avoir d’action enzymatique contre la céramide mais sa
liasison avec celle-ci entrainerait une désorganisation de la bicouche lipidique des
érythrocytes et par conséquent la lyse cellulaire [21]. Par la suite, des essais hémolytiques en
utilisant du polyéthylene 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-a-vis du facteur CAMP diminue. Ceci confirmerait I’hypothese
d’une lyse des érythrocytes par une modification de la pression osmotique intracellulaire

suite a la désorganisation de la membrane érythrocytaire [223].
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Figure 21. Lyse d’érythrocytes de mouton par le facteur CAMP dans différentes conditions

(tiré de [223]).

A, lyse de cellules prétraitées a la sphingomyélinase (50 mU/ml) et exposition des cellules a diverses
concentrations de facteur CAMP ; B, Hémolyse d’érythrocytes de mouton par le facteur CAMP sans
prétraitement a la sphingomyélinase. L’hémolyse est mesurée comme la diminution de la DO a

650 nm.
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Une analyse par microscopie électronique a révélé la formation de pores de tailles et
formes variables dans la membrane érythrocytaire sous I'effet du facteur CAMP (Figure 22).
Le facteur CAMP forme des oligomeéres mais ceux-ci ne sont pas stables aprés la
solubilisation de la membrane sur laquelle ils étaient liés. Ceci indique que le facteur CAMP
est capable de lier la membrane cellulaire, de s’oligomériser et de former des pores

aboutissant ainsi a la lyse cellulaire [223].

1

Figure 22. Visualisation par microscopie électronique des pores formés dans la membrane
d’érythrocytes de moutons sous I'action du facteur CAMP (tiré de [223]).

Les érythrocytes sont prétraités avec de la sphingomyélinase et incubés avec le facteur CAMP purifié a

une concentration de 70 ug/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 d’un facteur CAMP chez S. agalactiae

Quasiment tous les isolats (96 a 99%) humains de streptocoques appartenant au

groupe B de Lancefield réagissent positivement au test CAMP [120, 138, 309, 324].

Par ailleurs, le géne cfb codant le facteur CAMP chez S. agalactiae a été mis en
évidence et séquencé pour la premiére en 1994 par Podbielski [311]. Par la suite, une PCR
pour la détection de S. agalactiae a pu étre mise au point en utilisant des amorces
spécifiques a cfb. La présence du gene cfb a été détectée chez toutes les souches testées de
S. agalactiae isolées d’aires géographiques variées (n=162), ce qui pourrait signifier que cfb

est un géne essentiel pour S. agalactiae [205].

3.8. Le facteur CAMP, un facteur de virulence ?

En 1981, des expériences ont montré qu’une préparation a partir de facteur CAMP
partiellement purifié était 1étal chez des animaux, notamment chez des lapins [372]. Ces
éléments suggerent l'implication du facteur CAMP dans le pouvoir pathogéene de
S. agalactiae. En 1987, d’autres auteurs ont montré que des injections intraveineuses de
facteur CAMP purifié seul n’entrainent pas la mort chez des souris saines mais que des souris
saines recevant une injection d'une solution de S. agalactiae, suivie de 7 injections
identiques a la premiere expérience, développaient une leucémie fatale en 9h d’infection
[197]. Ces deux travaux consistaient en des analyses indirectes de I'effet de la production du

facteur CAMP par S. agalactiae sur la mortalité des souris.

En 2008, une approche par mutagéneése ciblée a été utilisée pour évaluer le role du
facteur CAMP dans la virulence de S. agalactiae [170]. La survie d'une souche de
S. agalactiae délétée du gene cfb ne varie pas par rapport a la souche sauvage quand les
deux souches sont cultivées dans du sang humain, en présence de macrophages ou de

peptides antimicrobiens (MCRAMPs). Aucune différence n’a pu étre mise en évidente dans la
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capacité d’adhésion et d’invasion de cellules endothéliales microvasculaires du cerveau
(hBMEC) du mutant Acfb par rapport a la souche sauvage. Dans les conditions testées,
lorsque les souris recoivent des injections intra péritonéales de la souche de S. agalactiae
sauvage et mutante, aucune différence de sensibilité des souris n’a également pu étre mise

en évidence [170].

Finalement, ces résultats peu concordants empéchent de tirer une conclusion sur
I’appartenance du facteur CAMP a la famille des facteurs de virulence selon les termes
établis par I'adaptation des postulats de Koch a I’échelle moléculaire pour définir un gene de

virulence [130, 133].

3.9. Présence de facteurs co-hémolytiques chez d’autres streptocoques

et bactéries a 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 atmosphére anaérobie [155]. Cette réaction positive avait été considérée

comme un faux positif [394].

D’autre part, une réaction CAMP positive parait étre 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 révéle 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]. Une banque d’ADN a été réalisée a partir de 'ADN
chromosomique de S. uberis et a ainsi permis d’établir la séquence nucléotidique du géne
cfu codant le facteur Uberis composé de 256 aa (Figure 24) [192]. Ce géne cfu est absent

chez les souches CAMP négatives [166, 192].

Figure 23. Test CAMP sur gélose au sang de S. uberis et des transformants d’E. coli
exprimant le facteur Uberis (tiré de [192]).
Strie verticale : S. aureus, Strie 1 : S. uberis, strie 2 : E. coli JF1754 (pTZ18R) (contréle négatif),
strie 3 : E. coli JF1754 (pJLD21) (transformant CAMP positif), strie 4 : E. coli JF1754 (pJLD21-2)
(2°™ 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
d’accession : ZP_00790029), ATCC 9927 de S. uberis (SUB, numéro d’accession : AAA78910), SF370 de
S. pyogenes (SPY, numéro d’accession : AAC29481) et HLO13PA1 de Propionibacterium acnes (PAC,

numéro d’accession : EFS35114) ont été comparées en utilisant le logiciel BioEdit.

3.9.2. Facteur CAMP de S. pyogenes

En 1999, le séquencage du génome d’une souche de S. pyogenes a fait apparaitre la
présence d’une ORF de 774 pb, nommé cfa, codant une protéine possédant 67% d’identité
avec le facteur CAMP et 65% avec le facteur Uberis (Figure 24). Le clonage du géne 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 gene cfa est disséminé parmi une large population
de S. pyogenes puisqu’il a été montré que 82% des isolats cliniques produisent une réaction
CAMP positive [141]. Le géne 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 est une bactérie commensale de la peau chez I’'Homme mais
est également une bactérie pathogene 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].

En 2004, le séquencage du génome complet d’une souche de P. acnes [48] a révélé la
présence de cing génes codant des homologues du facteur CAMP de S. agalactiae de masse
comprise entre 28 et 30 kDa [413]. L'un des genes fonctionnels, camp2, code une protéine
présentant 33% d’identité en acides aminés par rapport au facteur CAMP ubiquiste de

S. agalactiae (Figures 24 et 25) [280, 379].
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Figure 25. Analyse de I'activité co-hémolytique de P. acnes sauvage et de deux souches

mutantes Acamp2 et Acamp4 (tiré de [379]).

Chacun des puits contient une suspension d’érythrocytes de mouton concentrée a 1 % et lavée avec
un tampon d’hémolyse. Les érythrocytes ont été préalablement traités avec 0,025 U/mL de
sphingomyélinase pendant 30 minutes a 37°C avant I'ajout du surnageant des cultures des souches a
tester. Les surnageants de culture ont été dilués en série (dilution 1:2, puits 1 a 8). Ligne A,

surnageant de la souche sauvage ; ligne B, surnageant du mutant Acamp2 ; ligne C, surnageant du

mutant Acamp4.
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S. aureus est retrouvé de maniére abondante sur la peau et dans les infections
cutanées mais sa présence est tres faible dans les lésions d’acné provoquées par P. acnes
[404] ce qui pourrait suggérer que le facteur CAMP de P. acnes ne joue pas un réle 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
cellules eucaryotes ce qui déclenche I'effet cytotoxique du facteur CAMP. P. acnes aurait
ainsi la capacité de détourner la production de sphingomyélinases de I’'h6te pour exercer son

pouvoir pathogene [280].

3.9.4. Réaction CAMP chez Actinobacillus pleuropneumoniae

Une réaction synergique avec des souches d’Actinobacillus pleuropneumoniae a été
décrite [134]. La co-hémolysine a été recherchée et identifiée et celle-ci parait proche de
celle de S. agalactiae puisque des anticorps contre le facteur CAMP inhibent la réaction
CAMP générée par A. pleuropneumoniae. Le gene cfp d’A. pleuropneumoniae code un

facteur type CAMP qui a une masse approximative de 27 kDa [134].

3.9.5. Le test CAMP comme moyen d’identification d’espéces d’Aeromonas Sp.

Le test CAMP a été utilisé pour différencier trois d’espéces d’Aeromonas Sp. Les
souches d’Aeromonas hydrophila réagissent toujours positivement au test CAMP que ce soit
sous atmosphére aérobie ou anaérobie, les souches d’Aeromonas sobria sont
phénotypiquement CAMP positives uniquement sous atmospheére aérobie tandis qu’aucune

souche d’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
génomes et la prévalence d’éléments génétiques mobiles variés. Ces éléments, comprenant
des prophages et des ICE, n’appartiennent pas au core génome des souches et contribuent a
leur plasticité génomique et a I'acquisition de fonctions de virulence adaptées a leur hote. Il
est a noter que les parties flexibles des génomes de S. suis et de S. uberis paraissent étre les
plus restreintes parmi les streptocoques (respectivement seulement 1,8 % et 1,7 %) ce qui
suggere la présence de barrieres a I'acquisition de matériel génétique exogéne chez ces
especes [176, 426]. De maniére remarquable, le génome de S. uberis 0140) ne contient

aucune similarité avec des séquences d’insertion (IS).

Les éléments type ICE détectés chez les streptocoques sont majoritairement
retrouvés a I'extrémité 3’ de genes codant des ARNt ou des protéines ribosomiques [433]. La
majorité des génes portés par des ICE chez les streptocoques présente de fortes similarités
avec des genes présents sur le génome d’autres espéces de streptocoques ou méme
d’espéces n’appartenant pas a la famille des streptocoques. Cet élément révéle la diversité
des échanges possibles dans le milieu naturel entre bactéries. Les ICE jouent un réle
primordial dans I’évolution bactérienne par I'acquisition de matériel génétique exogene
pouvant conférer des avantages significatifs a une souche pour la colonisation et I'infection
d’un hote. Les ICE constituent ainsi un réservoir de génes permettant aux bactéries de
survivre dans des conditions environnementales fluctuantes [46, 50, 52, 76, 77, 169, 257,

296, 318, 332, 333, 335, 356, 371].

Une espeéce bactérienne est définie si I’hybridation ADN/ADN entre deux souches est
supérieure a 80%. Au vu des séquencages réalisés ces derniéres années et qui révelent un
pan génome ouvert chez les streptocoques, il faut veiller a distinguer la notion d’espéce
nouvelle et de souches présentant une adaptation a leur hoéte ou a leur environnement
puisque I'association souches/environnement parait trés 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 pathogéne de nombreuses espéces animales [25, 117, 171,
186, 273, 305, 353, 445, 446]. Pour ces raisons, la recherche de moyens de lutte efficaces
contre cette bactérie reste d’actualité.

La multiplicité des protéines conférant des fonctions adhésives a S. agalactiae lui
permet d’adhérer a de nombreux supports et de coloniser et d’envahir ainsi des
environnements trés variés [189, 242, 286]. Plusieurs protéines peuvent étre impliquées
dans des roles similaires et I’'absence de I'une d’elle ne troublera que légerement le pouvoir
adhésif de S. agalactiae. Par conséquent, afin d’étudier les protéines de surface de
S. agalactiae, des stratégies paralléles doivent étre mises en place. Les protéines des
surfaces de S. agalactiae peuvent étre notamment caractérisées en les exprimant chez un
hote presque dépourvu de protéines de surface comme Lactococcus lactis souvent utilisé

dans des travaux récents.

Chez S. agalactiae, la prévalence et la diversité des ICE intégrés a I'extrémité 3’ du
géne codant un ARNt Lysine (anticodon CTT) dans son génome ont été mis en évidence.

Récemment, le transfert intra-espece de I'élément intégré chez la souche 515 de
S. agalactiae (ICE_515 tRNA™®) a été démontré (travaux de thése d’Aurore Puymége,
laboratoire de génétique et microbiologie, UMR INRA-UHP 1128, soumis). |l est composé de
modules de régulation, de conjugaison et de recombinaison fonctionnels qui rendent
possible son transfert. Chez cette souche, I'ICE pourrait coder d’autres fonctions que celles
uniguement impliquées dans la régulation de sa mobilité intracellulaire
(intégration/excision) et inter-cellulaire (conjugaison). Notamment, I'ICE pourrait coder pour
un systeme toxine-antitoxine permettant le maintien de I'élément dans la population
bactérienne. Deux genes pourraient coder des protéines impliquées dans la réponse au
stress oxydant par l'intermédiaire de la superoxyde dismutase. Trois genes codent des
protéines a motif LPXTG qui pourraient étre impliquées dans I'adhésion a I’h6te. Un opéron
similaire a un opéron de B. subtilis, qui pourrait coder un systéeme de production et d’export
d’un peptide aux propriétés antimicrobiennes, est également présent sur I'ICE. Enfin, un

géne codant un deuxiéme facteur CAMP putatif est porté par ICE_515 tRNA™.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX

Le premier objectif de ces travaux de theése a été de caractériser les fonctions
pouvant conférer un avantage adaptatif et d’étudier leur réle dans le maintien de I'ICE et la

virulence des souches.

Certaines données suggérent la possibilité de l'acquisition de tels facteurs de
virulence par transfert horizontal. Ainsi, dans un deuxieme temps, les fonctions codées par
ICE_515_tRNA™ apportant a 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 d’évaluer la dissémination de cette

famille d’ICE ainsi que les fonctions codées par ces éléments chez les streptocoques.

La stratégie développée comprenait plusieurs étapes. Pour commencer, des analyses
bioinformatiques poussées ont été réalisées afin d’étudier les fonctions putatives portées
par I'ICE. Ensuite, I'expression des génes d’intérét de I'lCE_515 tRNA"* 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 du Réseau national d’épidémiosurveillance de
I’antibiorésistance des bactéries pathogénes animales en France (RESAPATH) de I’Agence
nationale de sécurité sanitaire de 'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES) a
été exploitée afin de déterminer la prévalence des fonctions d’intérét en fonction de la

présence de I'ICE 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 la [146], la souche COH1 du sérotype Il [400] et la
souche NEM316 du sérotype lll [401] (numéros d’accession GenBank: respectivement
PRINA54311, PRINA54317 et PRINA334). La souche 515 a été isolée du fluide cérébrospinal
d’un patient infecté, la souche COH1 a été isolée lors d’une septicémie tandis que la souche

NEM316 a été isolée d’un cas fatal de septicémie d’un nouveau-né.

Les souches de streptocoques pathogénes de terrain (n=677) et les deux souches de
S. aureus ont été isolées par le réseau national d’épidémiosurveillance de I'antibiorésistance

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
d’intérét [317]. Les souches d’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 et d’E. coli ont été cultivées en
infusion coeur cerveau (milieu BHI) (AES CHEMUNEX, Bruz, France) ou sur géloses trypticase
soja supplémentées avec 5% de sang de mouton défibriné (Biomérieux, Marcy [|’Etoile,
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 a
37 °C et 30 °C respectivement, tandis que les souches d’E. coli ont été cultivées sous

agitation a 200 rpm a 37 °C.
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Les antibiotiques ont été utilisés aux concentrations suivantes : kanamycine, 50
ug.mL'l pour E. coli; érythromycine et ampicilline, 20 ug.mL'1 pour les souches de
streptocoques et lactocoques et 150 ug.mL‘1 pour E. coli ; spectinomycine, 500 ug.mL’1 pour

les souches de streptocoques et 50 ug.mL'1 pour les souches d’E. coli.
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Tableau 5. Listes des souches et des plasmides utilisés.

Les espéces 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 si nécessaire, I'année d’isolement, I'origine géographique (numéros de départements

francais), le type d’hémolyse observé, le résultat du test CAMP si nécessaire, I'utilisation faite des souches et des plasmides ainsi que les 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

Souches
S. agalactiae 515 (ATCC BAA-1177)

515-SAG2026::ery

515-SAL_2044::spc
COH1
COHI-SAG2026::ery

NEM316
NEM316 (ICE_515_tRNA")

E. coli DH5a
Topl0
EC101

L. lactis subsp. cremoris MG1363
MG1363 (pOri23-camp’™)

Pathologies ou
génotypes
importants

Méningite

R
ery

R
spc
Septicémie

R
ery

Septicémie
ery”

Souche de
clonage
Souche de
clonage
Souche de
clonage

/

R
ery

Années
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Origines Hémolyse Résultat Utilisation

Constructions /
CAMP / adhésion /
stress / bactériocine

Constructions

Maintien de I'lCE
Bactériocine
Bactériocine

Divers (témoin)
CAMP / adhésion /
stress / bactériocine

Clonage
Clonage

Clonage

Clonage/bactériocine
CAMP

Source

LGC standards

A. Puymege, Comm.
Pers.
Ces travaux

[400]

A. Puymege, Comm.
Pers.
[146]

Données non
publiées

[164]

In Vitrogen, USA

[317]
Ces travaux
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MG1363 (pOri23-SAL_2056) ery" / / Y - Adhésion Ces travaux
S. aureus CIP57.10 Souche de / / B + CAMP Institut Pasteur,
référence pour Paris
le test CAMP
24609 Peau et 2010 / B / CAMP/bactériocine Resapath
mugueuses
24465 Peau et 2010 / B / CAMP/bactériocine Resapath
mugueuses
S. uberis 21639 Mammite / / Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
21457 Mammite 2008 76 a + CAMP/ Rech. ICE Resapath
21459 Mammite 2008 76 a + CAMP/ Rech. ICE Resapath
21468 Mammite 2008 76 a + 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 Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
19843 Mammite 1984 22 Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
19908 / 1984 22 Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
19909 Mammite 1985 22 y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
1352 Mammite 1986 22 Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
1825 / 1986 22 Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
11535 Mammite 2000 82 Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
12538 Mammite 2001 61 Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
19623 Mammite 2007 38 Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
20576 Mammite 2007 61 a + CAMP/ Rech. ICE Resapath
20965 Mammite 2008 29 Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
19168 Mammite 2007 01 Y + CAMP/ Rech. ICE Resapath
20222 Mammite 2007 74 v + CAMP/ Rech. ICE Resapath
16193 Mammite 2007 42 Y + 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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S. dysgalactiae subsp.equisimilis

S. bovis

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae

S. canis

S. suis

S. pneumoniae
Plasmides

21102
20591

7434
1052

1052 (pOri23-camp™)
24084

593

593 (pOri23-camp”")
24122

24098

20922

19179

3993

pOri23

pOri23-camp515

pOri23-SAL_2056

puUC19

pG+host9

pG+host9spc

Mammite
Liquide synovial
de cheval

Mammite

Pneumonie
R

ery

Otite de chien
Isolée de vache
Moelle de veau

ermAM ori
ColE1 P23
ermAM ori
ColE1 P23
SAL_2074
ermAM ori
ColE1 P23
SAL_2074
pMB1, Ap",
lacZa

Origine
thermosensible
pWVO01
provenant de
pVE6002, Erm"
plasmide dérivé
de pG+host9,
SpcR

2008
2007

1993
1985

2010
1984

2010
2010
2008
2007
1988
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54
61

82
49

50
22

38
73
84
53
01

™

~N QR N N Q N < Q < < <

~

Bactériocine
CAMP/ Rech.

CAMP/ Rech.
Construction
CAMP
CAMP/ Rech.
Construction
CAMP
Bactériocine
Bactériocine
Bactériocine
Bactériocine
Bactériocine
Constructions

CAMP

Adhésion

Constructions

Constructions

Constructions

CE

CE

CE

Resapath
Resapath

Resapath
Resapath
Ces travaux
Resapath
Resapath
Ces travaux
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
[317]

Ces travaux

Ces travaux

[251]

X. Bellanger, comm.

pers.
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II. Manipulations génétiques, biochimiques et de biologie

moléculaire

1. Extraction d’ADN

1.1. ADN génomique

L’ADN génomique purifié des souches bactériennes utilisées dans ces travaux a été
préparé a l'aide du kit DNAeasy Blood & Tissue Kit selon les recommandations du

fournisseur (Qiagen, Hilden, Germany).

L’ADN génomique des souches de streptocoques pour des expériences ne nécessitant
pas directement une purification sur colonne, comme par exemple des vérifications, a été
extrait de la maniere suivante [345]. A partir d’'une culture isolée sur le milieu contenant les
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
centrifugation a 5000 rpm pendant 10 min et resuspendu dans 500 pl d’'une solution TE 1X
(Tris 100mM pH 8; EDTA, 50 mM pH 8). La suspension a été lavée une deuxiéme fois par
centrifugation et le culot a été repris a nouveau dans 500 ul de TE 1X. Les suspensions ont
été traitées avec 20 pl de lysozyme (5 %) durant 45 min a 37 °C puis par 60 ul d’une solution
d’EDTA (0,5 M, pH8) et 10 ul de protéinase K (2 %) pendant 10 min a 37 °C. Enfin, 60 ul de
SDS a 10 % ont été ajoutés au mélange réactionnel qui a été placé pendant 1 h a 50 °C.
350 ul de solution de précipitation (potassium, 3 M ; acétate, 5 M) ont été ajoutés au mix et

celui-ci a été placé a 4 °C pendant 10 min.

Apres une centrifugation de 10 min a 13 000 rpm, le surnageant a été collecté dans
un nouveau tube eppendorf afin d’éliminer les protéines. Un millilitre d’isopropanol
préalablement refroidi a 4 °C a été ajouté au surnageant. Une centrifugation a 4 °C a
14 000 rpm pendant 30 min a permis de précipiter 'ADN. Deux lavages successifs avec de
I’éthanol concentré a 70 % ont éliminé les impuretés et les solvants. Les culots d’ADN ont été

séchés a 42 °C et repris dans 50 ul d’eau ultrapure.
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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, Diiren, Germany).

Les constructions plasmidiques n’ayant pas besoin d’étre purifiées ont été extraites
de la maniere suivante. A partir d’'une culture isolée sur le milieu approprié, une culture de
3 mL (A, bactéries a coloration Gram négative) ou de 10 mL (B, bactéries a coloration Gram
positive) a été réalisée dans le méme milieu dans les conditions appropriées a I'espéce
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 a 5000 rpm pendant 10 min et
resuspendu dans respectivement 100 pl ou 300 ul d’une solution de resuspension (glucose,
50mM; Tris HCL 25mM pH 8; EDTA 25 mM). Un deuxiéme lavage a été effectué de la méme
maniere. 200 pl ou 300 pl (respectivement A et B) d’une solution de lyse et de dénaturation
des protéines (NaOH, 0,2N; SDS, 1 %) puis 150 pl ou 300 ul (respectivement A et B) d’une
solution de précipitation (potassium, 3 M ; acétate, 5 M) ont été ajoutés successivement

apres homogénéisation.

Apres une centrifugation de 10 min a 13 000 rpm, le surnageant a été collecté dans
un nouveau tube eppendorf afin d’éliminer les protéines. Un volume d’isopropanol
préalablement refroidi a 4 °C a été ajouté au surnageant et une centrifugation a 4 °C a
14 000 rpm pendant 30 min a permis de précipiter 'ADN. Deux lavages successifs avec de
I’éthanol concentré a 70 % ont permis d’éliminer les impuretés et les solvants. Les culots

d’ADN ont été séchés a 42 °C et repris dans 20 pl d’eau ultrapure.

2. Réactions d’amplifications en chaine par polymérase

2.1. PCR standards et séquengage

Les PCR standards ont été réalisées dans un volume final de 25 pl contenant 1 U de
Taqg polymerase (Roche Applied Science, Mannheim, Germany), du tampon 1x, des amorces
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a 0,4 mM, un mix de dNTP a 0,2 mM et 100 ng d’ADN matrice. Les amorces utilisées sont
listées dans le tableau 6. Les conditions de PCR ont consisté en une premiere dénaturation a
95 °C pendant 2 min suivie par 30 cycles chacun composé d’une étape de dénaturation
pendant 30 s, d’'une étape d’hybridation a 5 °C en dessous du Tm des amorces pendant 30 s
et d’'une étape d’élongation a 72 °C sur une durée de 1 min par kb amplifié. Une étape finale

d’élongation a été réalisée a 72 °C pendant 10 min.

Les réactions de séquencage ont été réalisées par Beckman Coulter Genomics. Les

données obtenues ont été traitées grace 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 premiére dénaturation a 94 °C
pendant 2 min suivie de 20 cycles chacun composé d’une étape de dénaturation de 30 s a
94 °C, d’'une étape d’hybridation des amorces de 30 s a une température 5 °C inférieure au
Tm des amorces utilisées et d’'une étape d’élongation de 30 min a 65 °C (Tableau 6). Quinze
cycles supplémentaires ont ensuite été réalisés sur le méme modele que les 20 premiers
cycles, mais avec une incrémentation de 30 s a chaque étape d’élongation supplémentaire.
L’élongation finale a duré 20 min a 72 °C. Un pl du produit d’amplification a été utilisé
comme matrice pour les PCR nichées qui ont été réalisées dans les mémes conditions que les

PCR standards.
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Objectifs

Tableau 6. Liste des amorces utilisées.

Nom des amorces

Séquence 5’-3’

Construction
515ASAG_2025

SAG_2025-1-Pstl
SAG_2025-2-Avrll
SAG_2025-3-Avrll

SAG_2025-4

AAAAACTGCAGATGGGACAATTGAAGTTC

AAAAACCTAGGATGAGAAAGAGCCACTT

AAAAACCTAGGTACAGTAAATGGACAAACAC

TTCTTCAACAGTACTTCTACC

515ASAN_2147

SAN_2147-1_Pstl
SAN_2147-2_Avrll
SAN_2147-3_Avrll

SAN_2147-4

TTTTTTCTGCAGCCATGAAGAGGTAGTAGGTAT

TTTTTTCCTAGGTTGGTTTTACTTCTCTCTGA

TTTTTTCCTAGGAAAAACGAATTAGACAATGT

CTGCCCATCACTTAATTG

Construction 515ASAL_2044

SAL_2044-1
SAL_2044-2_Avrll
SAL_2044-3_Avrll

SAL_2044-4

CAGAATGAGGAGGTAATTG

TTTTTTCCTAGGGTCTCTTTTAATATCTTCT

TTTTTTCCTAGGCAGGGGCTTGGTCTCGAA

TCTTTGATCTGCAGTATCTTGTG

Construction 515ASAL2057

SAL_2057-1_Pstl
SAL_2057-2_Avrll
SAL_2057-3_Avrll

SAL_2057-4

TTTTTTCTGCAGTACAGTAAGCGTAGCAGT

TTTTTTCCTAGGATCTTTAGCTCTATCCACTG

TTTTTTCCTAGGTCAAACATCACAACTAAGA

AACAACATGATGACCTGC

Construction 515ASAL2059

SAL_2059-1_EcoRl
SAL_2059-2_Avrll
SAL_2059-3_Avrll

SAL_2059-4

TTTTTTGAATTCATGGTTATTCAGCAGAGA

TTTTTTCCTAGGACGTCACTAGTAGCATCACT

TTTTTTCCTAGGTGATCAGTACTATAGGTCTC

CATCTCTACGTAAAATAGCTC

Construction 515ASAL2074

SAL_2074-1
SAL_2074-2_Avrll
SAL_2074-3_Avrll

SAL_2074-4_Hindlll

TTAGACTGTATACTACTGGTGTA

TTTTTTCCTAGGTCCGAATCCCATGTCAAC

TTTTTTCCTAGGCGTATTGCTGATCCATTTG

TTTTTTAAGCTTACGAATATCGCTGTTGCCT

Cassette spectinomycine

Spec-lox71_Spel Fwd

Spec-lox66_Spel Rev

TTTTTACTAGTTCGTACCGTTCGTATAGCATACATTATA
CGAAGTTATCGTAACGTGACTGGCAAGA

TTTTTACTAGTCGTACCGTTCGTATAATGTATGCTATAC
GAAGTTATCCAATTAGAATGAATATTTCCC

Construction
NEM316 (ICE_515_tRNA")

SAG_2026-1-Hindlll
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SAG_2026-2-Avrll

SAG_2026-3-Avrll
SAG_2026-4-EcoRl

AAAAACCTAGGTCACTCGTTGTTCTACAGTA

AAAAACCTAGGAAATAGTGAATATCCCCA
AAAAAGAATTC TGTTAGGATTGGAGTTTAG

RT-PCR SAL_2074

RT-PCR SAL_2059

RT-PCR SAL_2044

RT-PCR SAN_2147

RT-PCR SAL_2078

CAMP factor Il RT-PCR Fwd
CAMP factor Il RT-PCR Rev
SAL_2059-3_Avrll
SAL_2059-4
SAL_2044-2_Avrll
SAL_2044-Fwd-Ndel
SAN_2147-5

SAN_2147-6
SAG_2025-1-Pstl

SAG_2025-2-Avrll

ATCATGTCGTAGTTAGTCAAGTTA

TCCGAATCCCATGTCAAC

TTTTTTCCTAGGTGATCAGTACTATAGGTCTC

CATCTCTACGTAAAATAGCTC

TTTTTTCCTAGGGTCTCTTTTAATATCTTCT

TTTTTTCATATGTTTAATTTTACTGAAGAAGC

TGAACCAGCAACCCATCT

ATTCAGAGAGAAGTAAAACCAAT

AAAAACTGCAGATGGGACAATTGAAGTTC

AAAAACCTAGGATGAGAAAGAGCCACTT

Construction de pOri23-

515
camp

Construction de pOri23-
Agl/IP*

515

CAMP factor Il BamHI Fwd
CAMP factor Il Nsil Rev
SAL_2056 BamHI Fwd

SAL_2056 Pstl Rev

TTTTTGGATCCAAGTTATTTTGATTTAGGAGGG

TTTTTATGCATGAATATCGCTGTTGCCTT

TTTTTGGATCCTGT GAT ATT TTG AGG GCAAGA T

TTTTTCTGCAGGCA TCT CCA ATA AAATTT GGA AG

Séquencage pOri23-Agl/Il 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_tRNAL”S integrase Fwd AAGCGTGAAGCTATGAATGA

ICE_515_tRNA" integrase Rev

ICE_SUB19608_tRNA™’ integrase Fwd

CTACCAGCTATGACAACTCCA

AAACGTGAAGCTATGAATGAAG

ICE_SUBl.%OS_tRNALy *integrase Rev TTACCAGCTATCACAACACC
tRNA"Y AAA Rev GGTTATTGCTGTGGCATACG
HMPREF9319_0116 Fwd CCCTGCAAGCAAATGAGG
HMPREF9964_2030 Fwd CCTCACTTTGCCATTCCT
PCR nichées CAMP factor Il Rev TCCGAATCCCATGTCAAC

Recherche geénes
d'ICE_515_tRNA"Y*

SAG_2025-5
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3. Etude de I’expression des génes d’intérét par RT-PCR

L'expression des genes d’intérét a été étudiée par RT-PCR. Brievement, 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 a une DO a 600 nm de 0,4 ou 0,8 par centrifugation a 2000 x g a 4 °C et
conservés par un refroidissement rapide a -80 °C. Les échantillons d’ARN ont été purifiés en
utilisant le kit RNAeasy mini kit selon les recommandations du fournisseur (Qiagen, Hilden,
Germany) avant d’étre traités 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
en utilisant les ADNc obtenus comme matrice pour I’ADN polymérase (Roche Applied

Science, Mannheim, Germany).

4. Electroporation des bactéries

4.1. Electroporation des bactéries a coloration Gram négative

Les électroporations permettant l'acquisition de plasmides par les bactéries a
coloration Gram négative ont été effectuées comme décrit antérieurement avec quelques
modifications [102]. Des cultures de 100 mL d’E. coli ayant atteint une DO a 600 nm
comprise entre 0,5 et 0,7 ont été collectées 10 min a 4000 rpm a 4 °C. Le culot a été
resuspendu dans 50 mL de glycérol a 10 %. Un deuxieme lavage a été réalisé et le culot
cellulaire a été repris dans 10 mL de glycérol a 10 %. Une troisieme centrifugation dans les
mémes conditions a permis de resuspendre le culot dans un volume final de 300 pl de

glycérol a 10 %.

Dans une cuve d’électroporation de 2 mm (Biorad, Munich, Allemagne)

préalablement refroidie, 50 ul de cellules compétentes ont été mélangés a 2 pl de produit de
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ligation et une électroporation (2.5 kV, 200 Q et 25 uF) a été réalisée a I'aide du genepulser
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; MgCl,, 10 mM;
MgS0,, 10 mM; glucose, 20 mM) et incubées 1 h a 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 a coloration Gram positive

Pour les souches de streptocoques, les conditions d’électroporation ont été

différentes de celles appliquées aux lactocoques et a S. bovis.

Pour les streptocoques, 100 mL d’une suspension bactérienne ayant atteint une DO a
600 nm comprise entre 0,4 et 0,5 ont été mélangés a 100 mL d’une solution 1 (saccharose,
1 M; glycine, 5 %) et incubés a 37 °C durant 1 h. Les cellules ont été collectées par une
centrifugation de 10 min a 4500 rpm a 4 °C. Le culot cellulaire a été resuspendu dans 100 mL
d’'un tampon d’électroporation (saccharose, 0,25 M; NaH,PO,;, 7 mM; MgCl,, 1 mM). Un
deuxieéme lavage a été effectué dans les mémes conditions de centrifugation et le culot a été
resuspendu dans 50 mL d’un mélange de tampon d’électroporation et de glycérol a 15 %
(ratio 1 :1). Apres une derniéere centrifugation, le culot cellulaire a été repris dans un volume
final de 500 pl du méme mélange que I'étape précédente. De 500 ng a 1 pug de plasmides ont
été laissés en contact avec 80 ul de cellules compétentes pendant 5 min dans des cuves
d’électroporation de 2 mm (Biorad, Munich, Allemagne) et une électroporation a ensuite été
réalisée a I'aide du genepulser Xcell (2,5 kV, 10 uF et 600 Q). Les cellules ont été reprises
rapidement dans 1 mL de bouillon BHI et incubées pendant 1 h a 37 °C ou pendant 3 h a
30 °C lors de l'utilisation du vecteur pG+Host9. Les cellules ont ensuite été étalées sur des

géloses contenant les antibiotiques appropriés.

110



MATERIEL ET METHODE

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 a
partir d’une préculture et incubés dans les conditions appropriées jusqu’a I'obtention d’une
DO a 600 nm d’environ 0,2. Les cellules ont été collectées par une centrifugation de 10 min a
5500 rpm a 4 °C et resuspendues dans 100 mL d’une solution de compétence (saccharose,
17,1 %; glycérol, 10 %) préalablement refroidie a 4 °C. Les cellules ont été lavées dans les
mémes conditions deux fois. Le culot a été repris dans 1 mL final de la solution de
compétence. L'ADN a électroporer a été mélangé a 40 ul de cellules compétentes dans des
cuvettes d’électroporation (2 mm) et I'électroporation a été réalisée a I'aide du genepulser
Xcell a 25uF, 2,0 kV et 200 Q. Les cellules ont été rapidement resuspendues dans 960 ul de
solution de regénération (M17 supplémenté de 17,1 % de saccharose, 0,5 % de glucose,
2,5 mM de MgCl, et 2,5 mM de CaCl,) et ont été incubées a 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 mutagéneése chez S. agalactiae

Le plasmide pG+host9 a été employé en tant que vecteur de clonage. Il possede 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
et les bactéries lactiques. Ce plasmide, en raison d’'une mutation dans le géne repA, peut se

répliquer a 30 °C (température permissive) mais non a 37 °C (température restrictive).

Le plasmide pUC19 a été utilisé comme vecteur de sous-clonage. Il est, contrairement
a pG+host9, a un nombre élevé de copies et permet de réaliser plus facilement les clonages

chez E. coli.
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5.1. Construction des plasmides pUC19 contenant les cassettes

d’interruption

Les deux extrémités de chacun des genes a interrompre ont été amplifiées a I'aide
d’'une polymérase a 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 Avrll ont été intégrés au sein de chacune des amorces
internes qui sont compatibles avec les sites Spel des amorces utilisées pour amplifier une
cassette de résistance a la spectinomycine (issue du vecteur pG+host9spc) (Figure 26,
étape 6). Les amorces utilisées sont listées dans le tableau 6. Apres amplification, les
fragments d’ADN obtenus 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 purifiés a I'aide du kit High pure PCR Product Purification (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany). La ligase T4 a permis la ligation entre les deux inserts du gene a
interrompre et le vecteur pUC19 selon les recommandations du fournisseur a 16 °C pendant
16 h (Promega, Madison, USA). Deux microlitres du produit de ligation a été électroporé
dans des cellules compétentes d’E. coli DH5a (Figure 26, étapes 3 et 4). Les profils de
restriction des plasmides des clones obtenus ont été vérifiés a la suite d’'une extraction

d’ADN plasmidique (Figure 26, étape 5).

Le plasmide obtenu a été purifié et digéré par Avrll. La ligation des produits de
digestion de ce plasmide et de la cassette de résistance, I'électroporation et la vérification
des clones ont été réalisées dans les mémes 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

d’interruption

Les plasmides obtenus précédemment ont été purifiés et digérés au niveau des sites
de restriction externes a la cassette d’interruption. Les cassettes ont été purifiées sur gel a
I'aide du kit High pure PCR Product Purification (Roche Applied Science, Mannheim,
Germany) (Figure 26, étapes 9 et 10). A la suite d’une ligation entre le vecteur pG+host9 et la
cassette d’interruption, 2 pl du produit de ligation obtenu ont été électroporés dans des
cellules électrocompétentes d’E. coli EC101 (cellules portant une origine de réplication qui
permet aux vecteurs pG+host9 de se répliquer a 37 °C) (Figure 26, étape 11). La vérification
des clones obtenus a été réalisée par digestion de I’ADN plasmidique extrait (Figure 26,

étape 12).

5.3. Mutagenése 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
d’interruption. Les géloses ont été incubées a 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 a 37 °C (température restrictive de pG+host9). L'ADN
génomique a été extrait a partir de clones isolés des cultures afin de déterminer le sens
d’intégration des plasmides (recombinaison homologue par l'insert gauche ou droit) et de

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 deuxieme événement de recombinaison correspondant a la

perte du vecteur pG+host9. Aprés le dernier shift de température a 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 a
4000) ont été réalisées sur des géloses contenant ou non de I'érythromycine (résistance de
pG+host9). Les clones positifs doivent étre sensibles a I'érythromycine (perte du vecteur
pG+host9). L'’ADN génomique de ces clones a été extrait afin de vérifier par PCR

I'interruption du géne d’intérét (Figure 26, étape 15).
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1. Obtention inserts 2. Obtention plasmide (sous-clonage)
1 PCR, purification Hindl P | Extraction puC19
Digestion N\ : / [l Digestion Pstl-Hindlll
Purification & dosage \ ‘ Purification & dosage
A
Avrll Avrl /
3. Préparation cellules DH5q. 4. Ligation plasmide-inserts + transformation DH5
électrocompétentes

5. Vérification construction (extraction

6. Obtention de la cassette Spec par lyse alcaline et digestion

cre lox enzymatique),
o Il | extraction du plasmide par kit,
LI PCR a0 digestion Avrll
| Digestion Spel

1,1 kb)
Purification de la cassette & dosog[e

7. Ligation plasmide - cassette + transformation DH5q

8. Vérification de la construction, extraction du plasmide

9. Obtention fragment 10. Extraction du plasmide pGhost9 et
par digestion Pstl-Hindlll de la digestion Psfl-Hindll
construction (purification sur gel) /

11. Ligation plasmide-insert + transformation E. coli EC101

12. vérification de la construction, extraction du plasmide par kit

13. Préparation cellules de S.agalactiae
électrocompétentes 14. Electroporation chez S. agalactiae, sélection des transformants a 30°C

15. Sélection des intégrants a 37°C puis sélection de la perte du plasmide
par alternance 30/37°C, vérification de la construction par PCR

Figure 26. Représentation schématique des différentes étapes de la construction d’un mutant chez S. agalactiae.
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6. Marguage des ICE et construction du transconjugant

NEM316 (ICE 515 tRNAY).

L’étude du transfert conjugatif d’un ICE nécessite le marquage de I'élément afin de
pouvoir le suivre lors de I'événement de conjugaison. Il est également essentiel de
sélectionner une souche receveuse présentant une résistance a un antibiotique différente de
celle de la cellule donatrice. Ces deux constructions ont permis de sélectionner des
transconjugants c’est-a-dire les cellules receveuses qui ont acquis I'ICE. Le gene de résistance
a I'érythromycine a été choisi pour marquer les ICE car la fréquence de résistance spontanée
a cet antibiotique aux concentrations utilisées est trés faible chez les streptocoques. Il

permet donc la détection du transfert a de faibles fréquences.

ICE_515_tRNA™" et ICE_COHI_tRNA™ ont été marqués a leur extrémité gauche au
niveau du géne homologue au gene SAG2026 de la souche 2603 V/R, qui code une sous-
unité ATPase d’un transporteur de type ABC, en utilisant le vecteur pG+host9spc. Le vecteur
pG+host9spc est un dérivé du vecteur pG+host9 portant a la place du géne de résistance a
I’érythromycine, un géne de résistance a la spectinomycine provenant du vecteur pSET4S
(travaux de Xavier Bellanger, communication personnelle) [251].

Pour construire le mutant, les extrémités 3’ et 5° du géne SAG2026 ont été amplifiées
indépendamment par PCR et clonées dans le vecteur pG+host9 comme décrit ci-dessus
(amorces SAG2026-1-Hindlll, SAG2026-2-Avrll, SAG2026-3-Avrll and SAG2026-4-EcoRl).

Un géne de résistance a I'érythromycine a été amplifié en utilisant le vecteur pG+host9 et
inséré dans le site interne Avrll entre les deux extrémités du gene SAG2026. Le vecteur ainsi
obtenu pG+host9spc-SAG2026:ery, contenant l'insert complet (les deux fragments de
SAG2026 séparés par la cassette ery), a été utilisé pour transformer S. agalactiae par
électroporation [131]. Deux événements de recombinaison, en amont et aval de la région
taggée, ont été sélectionnés comme décrit précédemment pour obtenir le remplacement du

géne par la cassette ery [14].

L'ICE_515_tRNAY*-SAG2026 ::ery a été transféré a la souche receveuse NEM316 par

conjugaison sur filtre comme déja décrit avec des modifications mineures [14]. Brievement,
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la souche receveuse et la souche donneuse ont été cultivées une nuit a 37°C.
Quinze millilitres de milieu ont été inoculés avec 150 ul de culture de la souche donneuse ou
receveuse. Les souches ont été cultivées jusqu’en phase exponentielle de croissance (DO a
600 nm de 0,4). Les deux cultures ont été mélangées et centrifugées pendant 15 min a
4,500 x g. Le culot cellulaire a été resuspendu dans 1 mL de milieu BHI, et 150 ul ont été
étalés sur des filtres en nitrocellulose de 0,45 um (Sartorius, Goettingen, Germany) déposés
sur des géloses trypticase soja contenant 5% de sang de mouton défibriné. Les géloses ont
été incubées pendant 15 h a 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

incubées pendant 24 h afin d’obtenir les transconjugants.

7. Construction des plasmides pOri23-camp’'’ et pOri23-SAL 2056

Les caractéristiques du plasmide pOri23 [317] sont listées dans le tableau5
(page 101). Les étapes de clonage ont été réalisées en utilisant E. coli comme souche hoéte.
Les génes SAL_2074 et SAL 2056 codant le facteur CAMP et un antigene /Il putatifs et
présents sur ICE_515 tRNA™, 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 Il BamHI Fwd et CAMP factor Il Nsil Rev tandis que I"'amplification de SAL 2056 a
nécessité les amorces SAL 2056 Fwd-BamHI Fwd et SAL_2056 Rev-Pstl Rev (Tableau 6,
page 107). Les sites de restriction BamHI, Nsil ou Pstl ont été incorporés a I'extrémité 5’ de

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 sur gel d’agarose et sous-clonés en utilisant le vecteur Zero Blunt® TOPO® et des
cellules compétentes d’E. coli Topl0 (In Vitrogen life Technologies, Carlsbad, USA). Les
vecteurs obtenus ont été extraits sur colonnes en utilisant le kit NucleoSpin® Plasmid

(Macherey-Nagel, Diiren, Germany) puis digérés par les enzymes de restriction BamHI et Nsil
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pour le plasmide contenant I'insert SAL_2074 et BamHI et Pstl pour celui contenant l'insert
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, Diiren, Germany).

En paralléle, le vecteur natif pOri23 a été digéré par BamHI et Pstl 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 DH5a comme décrit précédemment
[164, 345]. Enfin, les vecteurs pOri23-camp>™ et pOri23-SAL_2056 ont été purifiés et
électroporés chez L. lactis MG1363 et chez S. bovis et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae

pour pOri23-camp>** [49, 317].

8. Analyse des surnageants par SDS-PAGE

Apres culture pendant une nuit dans du milieu BHI ou MCD (milieu chimiquement
défini, [234]), les surnageants des souches testées ont été collectés apres une centrifugation
a 5000 x g a 4 °C pendant 10 minutes. Les protéines ont été précipitées en utilisant un
protocole mettant en jeu du deoxycholate de sodium (DOC) et de I'acide trichloroacétique
(TCA) [15]. Brievement, le DOC a été ajouté a une concentration finale de 0,02 % a 30 ml de
surnageant. Aprés une homogénéisation et un temps d’attente de 30 min sur glace, du TCA a
été ajouté a une concentration finale de 10 %. Les protéines des surnageants des cultures ot
été précipitées pendant une nuit a 4 °C. Le précipitat a été récupéré par une centrifugation a
14 000 x g a 4 °C pendant 15 min. Le surnageant a été délicatement enlevé. Les protéines
ont été lavées deux fois dans de I'acétone froid préalablement stocké a -20 °C. Les culots ont
été séchés sous vide et resuspendus dans 50 mM de Tris-HCl a pH 6,8 afin d’atteindre une
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

électrophorese dans un gel de sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) a 12 %.
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9. Spectrométrie de masse sur des surnageants précipités

Les bandes du gel de SDS-PAGE d’intérét ont été découpées et traitées comme décrit
ci-aprés pour une identification du contenu. Les expériences ont été réalisées a 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
bicarbonate d’ammonium, BA) et alkylées dans de l'iodoacétamide (30 mM dans du BA).
Chacun des deux traitements a duré 30 min a température ambiante. Aprés 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 a température ambiante avec
100 ng de trypsine apres une resuspension dans 20 ul de BA. Les peptides ont été extraits
deux fois consécutivement dans 25 pl d’une solution d’acétonitrile a 80 % et d’acide
trifluoroacétique (TFA) a 1%, pendant 10 min par sonication dans un bain d’eau. Les
peptides extraits ont été mélangés, séchés sous vide et re-uspendus dans une solution

contenant 2 % d’acétonitrile et 0,1 % de TFA.

L'HPLC a été réalisée en utilisant un équipement Ultimate 3000 (Dionex). Les
peptides (6,4 pl) ont 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 min par un gradient linéaire d’acétonitrile 2-45 % et 192 fractions par échantillon ont
été récupérées sur un fractionneur 384 anchorchip MALDI plate via un Proteineer Fcll
(Bruker) et mixées avec de I'acide a-Cyano-4-hydroxycinnamique (HCCA) directement lors du
dépot. L'acquisition des données en modes TOF et TOF/TOF a été réalisée automatiquement
en utilisant WARP-LC comme logiciel pilote sur un spectromeétre de masse Autoflex speed
MALDI (Bruker). L'annotation des peptides, I'identification des protéines et les notations ont
été réalisées grace 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 et recherche de fonctions putatives des génes d’intérét

Les génes et protéines d’intérét ont été analysés informatiquement a l'aide de
différents outils informatiques. Les séquences nucléotidiques et protéiques disponibles ont
été collectées a l'aide des bases de données GenBank et GenPept. Les alignements
nucléotidiques et protéiques ont été réalisés a I'aide des logiciels BioEdit et Vector NTI
(InVitrogen). La taille en acide aminés, la masse et le point isoélectrique des protéines ont
été prédits a I'aide du logiciel UniProtKB. Les BLAST nucléotidiques ont été effectués avec le
logiciel BLASTN tandis que les BLAST protéiques ont été réalisés a lI'aide des logiciels
UniProtKB et BLASTP. Les domaines conservés des protéines ont été recherchés a I'aide de
I'outil CDsearch. Les résultats qui ont été retenus de I'ensemble des BLAST sont ceux
présentant une significativité statistique (pvalue < 0.05) et présentant des caractéristiques
particuliéres (protéines homologues déja étudiées dans la littérature, homologues chez des
hotes particuliers, etc.). La littérature existante sur les domaines conservés des protéines
d’intérét ainsi que celle concernant les homologues de ces protéines chez S. agalactiae ou
d’autres espéces ont permis d’appuyer I'analyse in silico. L'ensemble des résultats ainsi
obtenus a permis de prédire des fonctions putatives aux protéines étudiées et d’orienter les

travaux.

2. Test de résistance au stress oxydant

Plusieurs molécules sont susceptibles de générer du stress oxydant. Dans ces travaux,
le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) a été utilisé pour générer un tel stress. Les souches a tester
ont été cultivées une nuit dans le milieu approprié. Le lendemain, le méme milieu a été
inoculé au ratio 1 :100 a partir de la préculture. Quand les cultures ont atteint une DO de 0,4
a 600 nm, 20 mM de peroxyde d’hydrogéne ont été ajoutés. Les cultures ont été incubées a

37 °C pendant 60 min dans ces conditions. Des dilutions en séries (1 : 10) ont été réalisées
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puis 100 ul ont été étalés sur des géloses appropriées placées ensuite a 37 °C durant 24 h.
Les unités formant des colonies ont été comptées afin de déterminer le taux de survie par

rapport a des souches non traitées avec du peroxyde d’hydrogéne.

3. Analyse des propriétés antimicrobiennes

La détermination d’une éventuelle propriété antimicrobienne conférée par I'ICE a été
déterminée sur gélose. La production de bactériocine a été évaluée par I'observation ou non

de zone d’inhibition de croissance de souches indicatrices.

Des spots de 10 pl des cultures d’une nuit des souches a tester ou des surnageants
des cultures filtrées ont été déposés sur gélose Mueller Hinton (Biorad). Les gouttes ont été
séchées 20 min sous hotte a flux laminaire. Un millilitre d’une culture d’une nuit des souches
indicatrices a été mélangé a 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. Mesure de l'activité co-hémolytigue

4.1. Test CAMP

Les souches de la collection du Resapath ont été testées pour leur réaction au test
CAMP [75]. Brievement, la souche CIP 57.10 de S. aureus productrice de B-toxine (Institut
Pasteur, Paris) a été striée sur gélose trypticase soja avec 5 % de sang. Les souches
examinées par rapport a la production d'un facteur type CAMP ont été striées

perpendiculairement a la premiere strie de S. aureus. Aprés une incubation d’une nuit a
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37 °C, les souches produisant un facteur type CAMP développent une réaction hémolytique

synergique en forme de fleche entre elles et S. aureus (Figure 27).

Figure 27. Schéma de la réalisation d’un test CAMP.

4.2. Suivi hémolytique de la réaction synergique CAMP

La titration de I’'hémolyse a été réalisée par un suivi de densité optique a I'aide d’un
lecteur de microplagues comme décrit avec des modifications mineures [379]. Les
érythrocytes de 2 mL de sang de mouton défibriné (Biomérieux, Marcy I’Etoile, France) ont
été collectés par une centrifugation a 4 °C a 2000 x g pendant 30 min. Les érythrocytes ont
été lavés 5 fois dans du tampon d’hémolyse (Tris-HCI, 10 mM; NaCl, 150 mM; pH 7,4) de
maniére similaire a la centrifugation précédente et une suspension a 1 % (v/v) d’érythrocytes
a été traitée avec 0,025 U/mL de sphingomyélinase (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)
pendant 30 min a 37 °C. Des témoins sans traitement a la sphingomyélinase ont été réalisés
en paralléle. Cent microlitres de la suspension d’érythrocytes ont été distribués dans les

puits d’'une microplague de 96 puits en polystyréne a fond plat (NUNC immuno plate
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Maxisorb, Roskilde, Denmark). Des cultures bactériennes ont été réalisées a partir d’'une
préculture d’une nuit et d’'une dilution (ratio 1 :100) jusqu’a I'obtention d’une DO a 600 nm
de 0,8 et les surnageants des cultures ont été récupérés par une centrifugation de 10 min a
2000 x g. Les surnageants ont été filtrés a I'aide d’un filtre de 0,2 um et dilués en série de 2
en 2. Cent microlitres de chaque surnageant ont été distribués dans les puits de la
microplaque. L’activité co-hémolytique a été évaluée a I'aide d’un lecteur de microplaques
(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 polystyréne

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 a partir de cette préculture. Les souches ont été cultivées dans les conditions
appropriées jusqu’a I'obtention d’'une DO a 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 a fond plat en
polystyrene (Falcon, Frankin lakes, USA). Aprés une incubation de 24 h a 37 °C pour les
souches de streptocoques et a 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 a 55 °C. Les biofilms formés ont été visualisés par une révélation au
cristal violet (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) concentré a 0,2 % pendant 45 min a
température ambiante suivie d’un séchage a 55 °C. La biomasse a été resuspendue dans 1
mL d’un mélange éthanol / acétone (80 :20) afin de réaliser la quantification par une lecture
spectrophotométrique a 595 nm. Les expériences ont été réalisées en quatre réplicats

techniques pour chacun des trois réplicats biologiques.
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5.2. Etude de I'architecture des biofilms par microscopie confocale

Les biofilms ont été réalisés dans des microplaques de 96 puits en polystyrene avec
une base mclearH (Greiner Bio-one, France). Les biofilms immergés agés de 24 heures ont
été observés a I'aide d’'un microscope confocal inversé a balayage laser Leica SP2 AOBS
(CLSM, LEICA Microsystems, France) sur la plateforme de microscopie MIMA2

(http://wwwe6.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 apres la premiéere étape
d’adhésion (3 heures) afin d’éliminer les bactéries planctoniques.

Les cellules ont été marquées en utilisant un mix de fluorophores composé de SYTO 9
et d’iodure de propidium (InVitrogen), qui exploite les différences de perméabilité cellulaire
et d’affinités aux acides nucléiques. Apres 15 minutes d’incubation a temperature ambiante,
la microplaque a été montée sous la platine motorisée du microscope confocal. Les
microplaques ont été scannées a 400 Hz en utilisant un objectif a immersion x 63 et une
ouverture numérique de 1,4. L'excitation des fluorophores a été réalisée a 488 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 pour |'iodure de propidium
(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
d’images avec un pas de 1 mm a été acquis pour chaque souche dans trois puits différents.

Les projections en 3 dimensions des biofilms ont été reconstruites a 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 calculés a I'aide du logiciel Phlip,
une version du logiciel d’analyse d’image Matlab disponible gratuitement

(http://phlip.sourceforge.net/phlip-ml). Le biovolume représente le volume global d’un

biofilm (en mm?) et peut étre utilisé pour estimer la biomasse totale. Il a été défini comme
étant le nombre de pixels d’avant plan dans une série d’'images plan multiplié par le volume
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 a la surface du biofilm refléte la fraction du biofilm exposé au flux

nutritif. La distribution des cellules sur le substrat est également mesurable.
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5.3. Etude de 'adhésion a des protéines salivaires

5.3.1. Collecte de salive

La collecte de salive a été réalisée comme précédemment décrit [248]. La salive de 5
a 8 volontaires sains a été collectée. La salive a été poolée et du dithiothréitol (DTT) (Sigma
Aldrich, Saint Louis, USA) a été ajouté a une concentration de 2,5 mM. Les matieres
particulaires et la mucine ont été éliminées par une centrifugation a 13 000 x g pendant
10 min. La salive ainsi clarifiée a été diluée a 10 % avec de I'eau distillée stérile. La solution a
10 % a été filtrée a travers un filtre en nitrocellulose de 0,2 um. La salive clarifiée diluée a été

conservée a -20 °C.

5.3.2. Test d’adhésion aux protéines salivaires

Les souches bactériennes testées ont été cultivées une nuit a 30 °C ou 37 °C selon

I'organisme étudié et en présence des antibiotiques appropriés.

Du milieu de culture additionné de 0,2 % de glucose a été ensemencé a partir des
précultures de la veille a un ratio 1 :100 et les souches ont été cultivées jusqu’a I'obtention
d’'une DO a 600 nm de 0,1. Les microplaques, préalablement recouvertes avec 1 mL de
solution de salive traitée a 10 % pendant 16 h a 4 °C, ont été ensemencées avec 1 mL de
suspension bactérienne. Les plaques ont été incubées 24 h a 30 °C ou 37 °C selon
I'organisme étudié et lavées deux fois avec du PBS. Les puits ont ensuite été séchés 45 min a
55 °C puis incubés en présence de 1 mL de cristal violet 0,2 % pendant 45 min a température
ambiante. Les plaques ont été lavées jusqu’a I"élimination compléte du cristal violet et
séchées a 55 °C. La biomasse a été resuspendue dans 1 mL d’un mélange éthanol / acétone a
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 a une DO de 595 nm.
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5.4. Test d’adhésion a des protéines humaines

Des tests en microplaques de 96 puits (NUNC immuno plate Maxisorb, Roskilde,
Denmark) ont été effectués afin d’évaluer I'adhésion de souches a des protéines humaines
de la matrice extracellulaire. L'adhésion a trois types de protéines a été évaluée : au
fibrinogéne provenant de plasma humain (F3879, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA), a la
fibronectine issu de plasma humain (F0895, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) et au collagéne
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 premiere colonne a des
concentrations de 0,25 mg/mL pour la fibronectine et le collagéne et 1 mg/mL pour le
fibrinogene 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 plagues ont été
recouvertes a 4 °C pendant 16 h puis lavées 3 fois avec du PBS. Les sites de fixation non
spécifiques ont été bloqués par I'ajout d’une solution de PBS contenant 2 % d’albumine de
sérum bovin (BSA) (Sigma Aldrich, Saint Louis) pendant 1,5 h a température ambiante. Des
témoins sans blocage des sites aspécifiques ont été réalisés. Les plaques ont a nouveau été
lavées 3 fois a I'aide de PBS.

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 a
3000 xg. 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 a
37 °C avant d’étre lavées 3 fois avec du PBS. Les cellules qui ont adhéré ont été fixées 45 min
a55°C.

La biomasse fixée a été révélée par une coloration au cristal violet concentré a 0,2 %
pendant 45 min a température ambiante. Les puits ont été lavés jusqu’a I’élimination
compléte du cristal violet résiduel (3 a 4 lavages nécessaires). La biomasse bactérienne a été
resuspendue dans 200 pl de tampon citrate (citrate de sodium dihydraté 18,4 g, acide
citrique anhydre 9,2 g, eau distillée gsp 1000 mL, pH 4,5) pendant 1,5 h a température
ambiante et la quantification a été réalisée par une lecture spectrophotométrique a 570 nm

a I'aide d’un lecteur de microplaques (Biotek ELx808).

126



MATERIEL ET METHODE

6. Analyse statistique des données

Les données brutes des tests phénotypiques ont été analysées a I'aide du test
statistique non paramétrique de Mann-Whitney. Les nombres d’observations étaient
identiques pour chacun des échantillons indépendants. Les deux échantillons sont
considérés comme statistiquement différents si la pvalue obtenue du test est, au moins,
inférieure a 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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Les éléments intégrés a I'extrémité 3’ du gene codant un ARNt Lysine (anticodon CTT)
sont tres fréquents chez S. agalactiae et sont également retrouvés chez d’autres
streptocoques [40, 161]. Des travaux précédents ont permis de montrer la fonctionnalité
(excision, conjugaison et intégration chromosomique chez une souche receveuse) de I'ICE
chez la souche 515 de S. agalactiae, nommé ICE_515 tRNA™* (travaux de thése d’Aurore

Puymege, laboratoire de génétique et microbiologie, UMR INRA-UHP 1128, soumis).

Cet élément génétique mobile est composé d’un module de régulation, d’un module
de conjugaison et d’'un module de recombinaison fonctionnels qui rendent possible son
transfert, mais également d’autres ORF que celles impliquées dans sa mobilité. Une analyse
in silico en utilisant le logiciel BLASTP, suggére que certains de ces génes seraient impliqués
dans le maintien de I'ICE en favorisant le succés évolutif de son hoéte, et pourraient

s 3 donc été choisi

notamment étre impliqués dans sa virulence (Figure 27). ICE_515_ tRNA
comme modeéle d’étude pour la caractérisation fonctionnelle des fonctions pouvant étre

véhiculées par l'intermédiaire de cette famille d’ICE.

La premiere partie des résultats des travaux de thése consiste en I'analyse in silico
des génes d’intérét d’ICE_515_tRNALyS. Cette analyse a permis de prédire des fonctions

putatives codées par I'ICE.

Une deuxiéme partie des travaux a porté sur l'expression des genes détectés

permettant de conférer des fonctions d’intérét a I'h6te.
Les trois parties suivantes présentent les résultats des tests phénotypiques réalisés
en lien avec les fonctions d’intérét (résistance face a un stess oxydant, propriétés

antimicrobiennes, maintien de I'ICE, propriétés d’adhésion et propriétés hémolytiques).

Une derniére partie est centrée sur I'étude du transfert de fonctions codées par

ICE_515_tRNA™* a d’autres bactéries pathogénes d’intérét sanitaire humain et vétérinaire.
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I. Analyse in silico des fonctions putatives portées par
ICE 515 tRNALs

1. Systeme de maintien de I'ICE

L'analyse in silico a mis en évidence un systéme toxine-antitoxine putatif codé
respectivement par les génes SAL 2044 et SAL 2045 situés au sein du module de

conjugaison d’'ICE_515 tRNA™® (Figure 28, page 135).

SAL 2044 code une protéine de 84 aa (numéro d’accession GenBank:
ZP_00789072) tandis que SAL 2045 code une protéine de 85 aa (numéro
d’accession GenBank: ZP_00789110) (Tableau 7). Les protéines ont un poids moléculaire
prédit respectivement de 10,45 et 10,32 kDa et un pl acide théorique de 6,29 et 4,93
(Uniprot) (Tableau 7). Ce systeme est également présent sur d’autres ICE situés au méme
locus chez d’autres souches de S. agalactiae mais n’a pas encore été caractérisé. Le systéme
SAL_2044/SAL_2045 a une identité de séquences de 100 % par rapport aux systemes
présents sur les ICE intégrés a I'extrémité 3’ du géne codant I’ARNt Lysine chez les souches
2603 V/R (ICE_2603V/R_tRNAY®) et FSL S3-026 (ICE_FSLS3026_tRNA"*). ICE_COH1_tRNA™*
présent chez la souche COH1 de S. agalactiae code une toxine et une antitoxine putatives

similaires a SAL_2044 et SAL 2045 (identité de respectivement 97 % et 100 %).

De maniere intéressante, un systéme 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 génes STRUR_1968 (SAL_2044) et STRUR_1969 (SAL_2045).

Une analyse par BLASTP indique I'appartenance de SAL_2044 et de ses homologues a
la famille des toxines Txe et celle de SAL_2045 a la famille des antitoxines de type YefM. Une
analyse bioinformatique a ainsi révélé que SAL 2044 et SAL 2045 présentent 56 % et 45 %
d’identité de séquence protéique avec les protéines fonctionnelles déja décrites dans la

littérature, respectivement Txe (pour Toxine d’Enterococcus faecium) et Axe (pour
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Antitoxine d’Enterococcus faecium) [151, 162]. Par ailleurs, SAL_2044 et SAL_2045
présentent respectivement 56 % et 29 % d’identité avec les protéines YoeB et YefM codées
par des genes 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 pl théorique
respectivement de 8,0 et 4,7 tandis que YoeB (toxine) et YefM (antitoxine) ont un pl
respectivement de 7,9 et de 5,1 (Tableau 7) [151]. De maniére intéressante, toutes les

antitoxines possédent un pl acide, ce qui est le cas de la protéine SAL_2045.

Tableau 7. Caractéristiques de systémes toxine-antitoxine par rapport aux
protéines SAL_2044 et SAL_2045.
L’identité protéique des systémes toxine-antitoxine Txe-Axe et YoeB-YefM a été analysée par rapport
aux protéines SAL 2044 et SAL_2045 codés par ICE_515 tRNA“ par BLASTP. Les tailles, poids

moléculaires et pl ont été obtenus a I’aide de la base de données UniProt.

Identité Taille (en Poids
Protéine  Souche protéique acides aminés) moléculaires pl
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 systemes Txe/Axe et YoeB/YefM (toxine/antitoxine) font partie des premiers
systéemes de maintien d’éléments génétiques mobiles décrits chez les bactéries a coloration

Gram positive et pourraient avoir un réle dans la mort cellulaire programmée [182].

133



RESULTATS

Le systeme d’addiction Txe/Axe est présent sur les plasmides non conjugatifs pRUM
conférant a Enterococcus faecium des résistances a 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 synthése protéique [74, 162, 201]. Axe et YefM représentent les
antidotes capables de se lier a 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].
D’autre part, la dégradation de YefM par la protéase Lon active la toxine YoeB [74]. Une
analyse bioinformatique révele la présence de tels modules d’addiction dans les génomes de
diverses espéces bactériennes a coloration Gram positive (S. pneumoniae, S. aureus) mais
également a Gram négative (Mycobacterium tuberculosis, Streptomyces coelicolor et

Agrobacterium tumefaciens) [151, 233, 299].

Ainsi, le systéme SAL_2044/SAL_2045 codé par ICE_515 tRNA" chez S. agalactiae
pourrait permettre le maintien post-ségrégationnel de I'ICE et parait disséminé parmi les

streptocoques.
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ICE_515_
tRNA™

Lys

Figure 28. Représentation schématique de I’élément ICE_515 tRNA™" de S. agalactiae.

Les génes sont représentés par des fléeches dont la taille est proportionnelle a la taille des génes. Les fleches vertes représentent les genes composant le
module de régulation ; celles en bleu, le module de conjugaison et celles en rouge, le module de recombinaison. L’intégrase est localisée dans le module de
recombinaison et est le gene situé a proximité immédiate du géne codant I’ARNt Lysine (anticodon CTT). Les génes représentés en bleu ciel appartiennent a
un opéron bactériocine putatif, ceux en jaune codent des protéines pouvant étre impliquées dans la réponse au stress oxydant, ceux en rose codent des
protéines a motif LPxTG pouvant étre exposées a la surface cellulaire bactérienne et ceux en orange représentent les deux génes qui codent un systéme

toxine antitoxine putatif. La fleche violette représente le géne codant le facteur CAMP Il putatif. Les fleches blanches représentent des génes dont la fonction

est inconnue.
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2. Réponse au stress oxydant

Des genes codant des protéines pouvant étre impliquées dans la réponse au stress
oxydant ont été détectés par analyse informatique au sein d’ICE_515_tRNA™* (Figure 28).
Ainsi, une protéine de type NRAMP et une glutarédoxine pourraient étre produites par

I’élément mobile.

2.1. Protéine de type NRAMP

Une analyse de la séquence protéique codée par le géne SAL 2078 (numéro
d’accession GenBank: ZP_00790022) présent sur ICE_515 tRNA™* indique son appartenance
a 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 (Fe?* et Mn?*).

SAL_2078 code une protéine de 522 aa possédant une masse prédite de 57,4 kDa et
un pl 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

I’ARNt Lysine.

SAL 2078 présente une homologie avec une protéine codée par la souche
S. urinalis 2285-97 (STRUR1999) et avec des transporteurs d’autres especes bactériennes
dont de trés nombreuses bactéries a 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 tRNA™Y*
présente également une homologie avec les protéines NRAMP de mammiferes. Des
alignements de séquences révelent 35 % d’identité protéique avec une protéine NRAMP
humaine (numéro d’accession GenBank : CAA57541), 34 % avec celle d’'une souris (numéro

d’accession GenBank : NP_038640) et 34 % avec celle d’un bovin

(numéro d’accession GenBank : NP_777077).
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Les protéines NRAMP ont été largement étudiées et elles jouent un réle clé dans
I’'homéostasie du fer, du manganése et d’autres métaux. Chez les eucaryotes, elles sont
impliquées dans la défense contre certains pathogenes. 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
d’oxygéne réactif mais également pour priver les bactéries pathogenes de ces métaux [207].
Les protéines NRAMP bactériennes et eucaryotes peuvent donc entrer en compétition pour
le méme substrat au sein du microenvironnement phagosomal [127]. Par ailleurs, il a été
montré que I'expression d’un geéne codant une protéine de la famille NRAMP chez des
souches de Salmonella enterica serovar Typhimurium et d’E. coli augmente lors d’une
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 a la

survie de S. agalactiae et a sa virulence.

2.2. Glutarédoxine

Le gene SAL_2059 (numéro d’accession GenBank: ZP_00789101) présent sur
ICE_515_tRNA™* code une protéine qui posséde un motif CPYC de type SoxW ce qui suggére
son appartenance a la famille des thiorédoxines et plus spécialement a la sous-famille des
glutarédoxines. La glutarédoxine putative est composée de 153 aa, posséde un poids

moléculaire prédit de 17,6 kDa et un pl théorique de 9,6.

Le gene SAL_2059 est présent sur les ICE intégrés a I'extrémité 3’ des souches 515,
COH1 et FSL S3-026 de S. agalactiae. Les trois protéines sont identiques a 100 % chez ces

souches.

Des homologues sont présents dans la classe des mammiféres. En effet, SAL_2059
présente 30 % d’identité avec une glutarédoxine humaine (numéro d’accession GenBank :
2FLS_A), 26 % avec une thiorédoxine de souris (numéro d’accession GenBank : NP_082615)

et 24 % avec une thiorédoxine bovine (numéro d’accession GenBank: Q95108). Des
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comparaisons de séquences mettent en évidence une homologie avec un gene présent sur

I'ICE RD2 de S. pyogenes (38 % d’identité) [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 confere un réle important lors de la réplication et de la réparation de I’ADN [20]. Les
glutarédoxines sont connues pour étre des régulateurs de la fonction cellulaire en cas de
stress oxydant. De plus, il a été démontré I'implication d’une thiorédoxine dans la virulence

de Salmonella enterica [26].

L'étude de ces deux fonctions susceptibles d’étre impliquées dans la virulence des
streptocoques pourrait également aider a la compréhension de la réponse adaptative de

S. agalactiae au stress oxydant, stress rencontré au sein des macrophages.

3. Signalisation / compétition

L'analyse in silico a révélé, sur I'ICE de la souche S. agalactiae COH1, la présence d’un
opéron putatif permettant la synthése et I'export d’'un peptide qui pourrait posséder des
propriétés antimicrobiennes ou de signalisation (52 aa, 6,1 kDa et pl de 10,0) (Figure 28). En
effet, une homologie a été mise en évidence entre cet opéron et celui d’'un opéron, nommé
yydFGHIJ, chez Bacillus subtilis qui permet la synthése, la maturation et I'exportation d’un
peptide qui pourrait avoir des propriétés antimicrobiennes et/ou de signalisation (Figure 28)

[58].

ICE_515_tRNA™ porte les génes codant le peptide et les deux sous-unités du
transporteur mais pas ceux codant les deux protéines de modifications post-traductionnelles
(Figure 29, génes SAL_2079 a SAL_2081). De méme, les ICE des souches 2603 V/R et 18RS21
possedent uniquement ces trois genes. L'opéron est complet uniqguement chez la souche

S. agalactiae COH1 (Figure 29, génes SAN_2145 a SAN_2149). De maniére intéressante, les
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génes de cet opéron sur ICE_COHl_tRNALys ne ne sont pas ordonnés comme ceux de
I'opéron de B. subtilis. Pour ces raisons, les expériences de caractérisation fonctionnelle du

peptide ont été effectuées a partir de la souche COH1 de S. agalactiae.

‘\’i\’@\ (\,&'e\ (\,&é\ (\,&é\ (\,.&b\
&'\66 &\6?' &\6?' &\6?' &'\6?'
60[0 ,’)olo b‘t>|<> %elo q°l°
0 o< W< o N
$he $he $he e
ICE_COH1-tRNAY*
- 7 7 7 7 7
ABC transporter - resistance
small modification - profease ,—’%
peptide  radical SAM domain  S2P family ATPase permease
Opéron B. subtilis 1 o 7 yydl > yyd] >
SAL_2081 SAL_2080 SAL_2079
ICE_515-tRNAY* (94 % (100 % (100%
d’identité) d’identité) d’identité)

Figure 29. Représentation de I'opéron yyFGHIJ de B. subtilis et pourcentages d’identité de
séquence avec I'opéron présent chez S. agalactiae (tiré de [58]).

Les pourcentages d’identité de séquences ont été déterminés par BLASTP et sont indiqués en

pourcentage entre I'opéron de B. subtilis et ICE_COH1_tRNA"™ mais également entre les éléments

intégratifs conjugatifs ICE_COH1_tRNA"* et ICE_515_tRNA"".

Une recherche par BLASTP a permis de mettre en évidence la présence de genes
identiques aux génes SAN_2145 a SAN_2149 chez la souche 2285-97 S. urinalis (génes
STRUR_2000 a STRUR_2004). Des homologues du peptide existent aussi chez d’autres
especes  bactériennes  dont  Staphylococcus  epidermidis (46 %  d’identité),

S. pseudintermedius (48 %), E. faecalis (39 %), Campylobacter jejuni (41 %) et C. coli (41 %).

Une analyse de la séquence du produit du gene homologue a 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, d’interagir avec des membranes et qu’il y a une

probabilité que celui-ci soit un peptide antimicrobien [423]. Chez B. subtilis, le géne yydF
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code le précurseur putatif du peptide antimicrobien et/ou de signalisation qui serait exporté.
Une oxydoréductase a radical SAM, codée par le gene yydG, et une protéase
intramembranaire de la famille S2P, codée par le gene yydH, seraient impliquées dans les
modifications post-traductionnelles du peptide aboutissant a son activation. Les protéines
codées par les genes yyd! et yydJ formeraient les deux sous-unités d’un transporteur de type
ABC qui pourrait a la fois assurer une fonction de transporteur du peptide et de protéine

d’'immunité pour la bactérie productrice [58].
L’'ensemble de ces données laisse supposer que I'opéron présent chez la souche

COH1 de S. agalactiae pourrait permettre la production d’un peptide mature possédant des

propriétés antimicrobiennes ou de signalisation.

4. Protéines de surface codées par ICE 515 tRNAY*

4.1. Identification des protéines de surface in silico

L’analyse in silico d’ICE_5l5_tRNALy5 a dévoilé la présence de deux genes, 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, qui permet I'incorporation de la
protéine dans le peptidoglycane chez les bactéries a coloration Gram positive [259]. Une
séquence signal de type YSIRK en région N-terminale permet I’export initial du précurseur de
la protéine de surface vers le systeme de sécrétion Sec [259]. La protéine codée par
SAL 2056 possede 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 pl théoriques

basiques de 9,0 et 9,4 (Tableau 8).

Par ailleurs, un autre gene codant une protéine plus petite qui possede un motif

LPxTG a également été mis en évidence lors de I'analyse informatique (Figure 28). SAL_ 2036
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code une protéine de 259 acides aminés. La protéine SAL 2036 a un pl acide (4,5) et une

masse de 26,4 kDa (Tableau 8).

4.2. Prévalence et fonctions de ces protéines chez les streptocoques

Le géne SAL_2057 est également présent chez les souches COH1 et FSL S3-026 de
S. agalactiae mais pas chez les autres souches séquencées. Les génes SAL 2056 et SAL_2036
sont présents chez deux souches supplémentaires : les souches 18RS21 et 2603 V/R de
S. agalactiae. Aucun des génes n’est présent chez les souches possédant des éléments

mobilisables tels qu’un IME (A909) ou un CIME (souches H36B et NEM316).

Trois génes (STRUR_1980, STRUR 1981 et STRUR_1960) présents chez la souche
S. urinalis 2285-97, possedent respectivement 63 %, 97 % et 91 % d’identité de séquences
avec les genes SAL 2056, SAL 2057 et SAL_2036. Les génes 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 pl de 8,39, 9,38 et 4,31. De maniére
similaire aux protéines d’ICE_515_tRNALyS, STRUR_1980 posseéde un motif LPXTG et une
séquence de type YSIRK tandis que les deux autres protéines chez S. urinalis possedent
uniguement le motif LPxTG. Toutes ces données indiquent que les protéines présentes chez

S. urinalis sont des protéines trés proches de celles d’ICE_515 tRNA"".

Par ailleurs, I'analyse informatique révele 68% et 29% d’identité protéique entre la
protéine codée par le geéne SAL 2056 et les protéines codées par les genes spy1325 porté
par ICE RD2 de S. pyogenes MGAS6180 [152, 448] et prgB codé par le plasmide pCF10
d’Enterococcus faecalis V583 (Tableau 8) [430]. Le géne spy1325 a une taille de 1352 pb et
code un antigéne de type I/Il ayant un poids de 148,4 kDa et un pl acide (5,4) tandis que
prgB a une taille de 1305 pb et code une substance d’agrégation de 142,4 kDa et ayant un pl
acide (5,9) (Tableau 8).

141



RESULTATS

La protéine Spy1325, également nommée AspA, est impliquée dans la formation de
biofilm de S. pyogenes et I'adhésion a des protéines humaines. L'injection de la protéine
Spy1325 a des souris leur confere une immunité [448]. Le géne prgB code une substance
d’agrégation qui permet le contact des bactéries et est impliquée dans le mécanisme de
conjugaison du plasmide pCF10. Le produit du géne prgB est également un facteur de
virulence puisqu’il est impliqué dans I'adhésion et I'internalisation d’E. faecalis dans des

phagocytes, des cellules rénales et épithéliales [430].

Tableau 8. Caractéristiques d’homologues des protéines de surface codées par
ICE_515_tRNA"".
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_tRNA™".

Identité Taille (en Poids
Protéine Espéce bactérienne Localisation L. . (, i ) .
protéique acides aminés) moléculaire

SAL_2056 S. agalactiae 515 ICE_515 tRNA bys / 863 aa 94,2 kDa 9,0
Spy1325 S. pyogenes MGAS6180  ICERD2 68% 1352 aa 148,4kDa 54
PrgB E. faecalis V583 Plasmide pCF10 29% 1305 aa 142,4kDa 5,9
GBS0393 S. agalactiae NEM316 ICETnGBS1 83% 933 aa 101,6 kDa 9,1
GBS1143 S. agalactiae NEM316 ICE TnGBS2 81% 932 aa 101,7kDa 9,1
SAL_2057 S. agalactiae 515 ICE_515 _tRNA bys / 753 aa 81,7 kDa 9,4
Spy1326 S. pyogenes MGAS6180 ICE RD2 42% 746 aa 80,5 kDa 5,4
GBS0391 S. agalactiae NEM316 ICETnGBS1 44% 753 aa 81,2 kDa 5,8
GBS1145 S. agalactiae NEM316 ICETnGBS2 78% 743 aa 80,4 kDa 9,6
SAL_2036 S. agalactiae 515 ICE_515 tRNA bys / 259 aa 26,4 kDa 45
Spy1306 S. pyogenes MGAS6180 ICERD2 39% 253 aa 27,0kDa 5,2
PrgC E. faecalis V583 Plasmide pCF10 31% 285 aa 30,1kDa 4,5
GBS0392 S. agalactiae NEM316 ICETnGBS1 27% 240 aa 25,4 kDa 4,8
GBS1144 S. agalactiae NEM316 ICETnGBS2 33% 236 aa 24,5 kDa 51

Des homologues de SAL_2057 (identité supérieure a 30 %) sont trouvés chez de
nombreuses especes d’autres streptocoques dont S. pyogenes, S. equi subsp. zooepidemicus,
S. ictaluri et S. gallolyticus. De plus, I'analyse informatique révele 42 % d’identité protéique
entre SAL 2057 et le produit du gene spy1326 codé par ICE RD2 présent chez la souche
S. pyogenes MGAS6180 (Tableau 8). De facon analogue aux genes SAL_2056 et SAL_2057, les
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geénes 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 gene conservé de fonction inconnue les sépare (Tableau 8). Ce troisieme gene
(GBS0392 sur TnGBS1 et GBS1144 sur TnGBS2) code une protéine possédant un motif LPxTG
qui présente une homologie (environ 30 % d’identité) avec la protéine SAL_2036

d’ICE_515_tRNA™* (Tableau 8).

D’autre part, SAL_2036 possede également des homologues chez de nombreux
streptocoques, entérocoques et staphylocoques. De maniéere intéressante, la protéine
Spy1306 est homologue au produit du gene SAL 2036 (39 % d’identité protéique) et codée
par ICE RD2 de la souche S. pyogenes M6180 également (Tableau 8). Enfin, le produit du
géne SAL 2036 et la protéine PrgC codée par le plasmide pCF10 d’E. faecalis présentent
31 % d’identité protéique (Tableau 8). Des travaux ont suggéré que PrgC pouvait étre
impliqué dans la mécanistique de transfert de pCF10 au niveau du pore de conjugaison mais

sa fonction exacte reste encore inconnue [110, 292].

L'ensemble de ces données indique que des protéines similaires a SAL 2056,
SAL 2057 et SAL_2036 sont répandues parmi les streptocoques pathogenes. Ces
homologues sont fréquemment retrouvés sur des éléments génétiques mobiles ce qui
suggere que les protéines pourraient, en plus d’étre impliquées dans I'étape d’adhésion a

I’h6te, jouer un rdle dans le transfert conjugatif de I'ICE.

4.3. Domaines fonctionnels des protéines de surface codées par

ICE_515_tRNA"".

SAL_2056 possede, 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 posséde également, de maniéere similaire a des régions de TolA, une

région tres riche en alanine et en lysine. TolA appartient au systeme protéique Tol-Pal qui est
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composé de 5 protéines (TolA, TolB, TolQ, TolR et Pal) [237]. Chez les bactéries a coloration
Gram négative, ce systéeme est décrit comme étant impliqué dans le transport d’ADN, le
maintien de [lintégrité cellulaire, le transfert d’énergie a travers la membrane
cytoplasmique, la formation d’un complexe aux sites de constriction afin de promouvoir
I'étape énergétique de la division cellulaire, I'interaction protéine-protéine et la
pathogénicité des souches [64, 93, 95, 108, 128, 143, 237, 444]. En particulier, TolA est
nécessaire a la translocation d’ADN des bactériophages filamenteux dans le cytoplasme
bactérien [204, 431]. De maniere intéressante, la délétion du géne tolA chez une souche de
Salmonella enterica serovar Typhimurium entraine une diminution de sa survie dans de la
bile bovine ou du sérum humain [304]. Par ailleurs, le mutant est atténué dans un modéle

d’infections de souris [304].

De plus, SAL_2056 possede un domaine C-terminal similaire a celui de I'antigéne de
type I/1l 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 et I'adhésion a différents 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, mais également I'alternance des charges au
sein de ces répétitions, pouvaient permettre I'adhésion des protéines de surface a des
composants de I’'hote et notamment a la fibronectine [84, 392]. Les répétitions de la

protéine SAL_2056 pourraient alors contribuer a I'adhésion a des composants de |I’héte.

Par ailleurs, la protéine SAL_2056 possede un motif conservé LDV incluant les résidus
610 a 612 (Leucine, Acide aspartique et Valine). Le motif LDV permet la liaison des protéines
le possédant aux intégrines asB; et ayB; [255, 448]. Les intégrines sont des récepteurs
protéiques transmembranaires eucaryotes qui interagissent avec des constituants du milieu
extracellulaire, telle la matrice extracellulaire. Les intégrines asf; interagissent avec les
cellules notamment par I'intermédiaire du motif LDV de la fibronectine [212]. Les motifs

d’adhésion aux intégrines, comme le motif LDV, permet aux agents pathogenes d’adhérer et
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d’envahir les cellules de I’'hote [62, 63]. Ce motif chez la protéine SAL_2056 pourrait donc

permettre I'adhésion aux cellules eucaryotes.

10 20 30 40 50 60
LAGA FTLATSQVSA DQVTTQATTQ TVTQONQAETV
70 80 90 100 110 120
TSTQLDKAVA TAKKAAVAVT TTAAVNHATT TDAQADLANQ TQTVKDVTAK AQANTQATIKD
130 140 150 160 170 180
ATAENAKIDA ENKAESQRVS QLNAQTKAKI DAENKDAQAK ADATNAQLOK DYQAKLAKIK
190 200 210 220 230 240
SVEAYNAGVR QRNKDAQAKA DATNAQLQOKD YOAKLALYNQ ALKAKAEADK QSINNVAFDI
250 260 270 280 290 300
KAQAKGVDNA EYGNSIMTAK TKPDGSFEFN HDMIDGVKTI GYGKLTGKVN HHYVANKDGS
310 320 330 340 350 360
VTAFVDSITL YKYEYRNVAQ NAAVNONIAF RVLTKDGQII FEKKHNGNKT FAETLNKTLQ
370 380 390 400 410 420
LNLKYELKPH GSSGSVEVFK IHDDWVHDTH GSALVSYVNN NDVVENVVIP KOPTPPSTEK
430 440 450 460 470 480
VTPEAEKPVP EKPVEPKEVT PTLKTYTPAQ PKVKPHVSIP EKINYSVSVH PVLVPAANPS
490 500 510 520 530 540
KAVIDEAGQS VNGKTVLPNA ELNYVAKQDFE SQYKGMTASQ GKIAKNFVFI DDYKDDALDG
550 560 570 580 590 600
KSMKVNSIKA SDGTDVSQLL EMRHVLSTDT LDEKLQTLIK EAGISPVGEEF YMWTAKDPQA
610 620 630 640 650 660
FYKAYVQKGL DVTYNLSFKV KKEFTKGQIQ NGVAQIDEFGN GYTGNIVVND LTTPEIHKDV
670 680 690 700 710 720
LDKEDGKSIN NGTVKLGDEV TYKLEGWVVP TGRSYDLFEY KEVDQLQRTH DLYLRDKVVA
730 740 750 760 770 780
KVDVTLKDGT VIKKGTNLGE YTETVYNKKT GLYELVFKKD FLEKVARSSE FGADDFVVVK
790 800 810 820 830 840
RIKAGDVYNT ADFFINGNKV KTETVVTHTP EKPKPVEPQK ATPKAPAKGL POTGEASVAP
850 860
LTALGAIILS AIGLAGFKKR KEN

Figure 30. Séquence de la protéine SAL_2056 et schématisation des domaines
fonctionnels importants.
La protéine SAL_2056 est composée de plusieurs régions. Une premiére région N-terminale (en vert)
correspond au peptide signal qui permet de diriger la protéine vers le systéme de sécrétion. Une
région, en rouge, est riche en résidus alanine et lysine et contient deux séquences répétées de 24
acides aminés et une troisieme 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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L’analyse structurale de la protéine SAL_2056 suggere que celle-ci appartient a la
famille des antigénes I/Il et qu’elle pourrait étre impliquée dans la virulence des souches en

participant a I'adhésion aux composants de I’héte.

La protéine codée par le gene SAL 2057 possede un domaine peptidase C39A
(CDsearch, Conserved Domains search). L’activité catalytique du domaine peptidase serait
reliée a trois résidus conservés. La protéine SAL_2057 possede ces résidus conservés : une
cystéine (résidu 285), une histidine (résidu 378) et un acide aspartique (résidu 394)
(Figure 31). Ce domaine peut étre impliqué dans la transformation et le transport de
bactériocines et de phéromones (incluant les peptides de compétence) et pourrait
également étre impliquée dans le phénomene d’exclusion de surface qui module I'entrée

d’ADN par conjugaison [282].

1 128 250 375 gan B2 753

Query seq. EEmmE ' s e sy | Sasiess e mmas | W
putative active site b b &

Specific hits Peptidase_CBSﬁ

Superfanilies Paptidaze C39_like superfamil

Hulti-domains Peptidase_C39_2

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 fleches rouges indiquent

les résidus conservés du domaine peptidase C39A.
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5. Propriétés hémolytiques

L'analyse informatique des genes pouvant conférer un avantage sélectif a
S. agalactiae a révélé la présence d’un gene, SAL_2074, qui code un nouveau facteur CAMP
putatif, nommé facteur CAMP Il (Figure 28). Le facteur CAMP Il est une protéine de 252 aa,
de 27,7 kDa et a un pl de 7,8. Le facteur CAMP |l est également présent sur les ICE intégrés a
I'extrémité 3’ du géne codant I’ARNt Lysine des souches COH1 et FSL S3-026 de S. agalactiae.

Le facteur CAMP génomique ubiquiste, initialement décrit chez S. agalactiae, est
codé par le gene 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 (SAl_2082), FSL S3-026 (FSLSAGS3026_11665), CJB111 (SAM_1952),
COH1 (SAN_2173) et 18RS21 (SAJ_1945). L'ensemble de ces genes codent des protéines
quasiment identiques (> a 99% d’identité protéique). Ce premier facteur CAMP décrit chez
S. agalactiae est composé de 255 aa, a une masse prédite de 28,3 kDa et un pl théorique de
7,9. Une analyse protéique par BLASTP révele 73% d’identité entre les facteurs CAMP
génomiques et le facteur CAMP Il codé par ICE_515 tRNA" et ICE_COHI_tRNA"". Le facteur

CAMP génomique et le facteur CAMP |l sont donc des protéines apparentées.

D’autre part, le géne STRUR_1995 de la souche 2285-97 de S. urinalis code également
une protéine identique au facteur CAMP Il et présentant 72 % d’identité avec le facteur
CAMP génomique bien qu’il ait été montré que cette souche ne présente pas de réaction
CAMP positive [79]. De plus, le facteur Uberis (numéro d'accession GenBank : AAA78910.1)
présente respectivement 63% et 59% d’identité protéique par rapport aux genes SAL_2095
(facteur CAMP) et SAL_2074 (facteur CAMP Il) (figure 32). Le facteur CAMP de S. pyogenes
présente respectivement 58 % et 60 % d’identité et le facteur CAMP fonctionnel de P. acnes
33% et 34% d’identité avec le facteur CAMP Il et le facteur CAMP génomique de

S. agalactiae (Figure 32).
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A 1 10 20 50 60 70 80 100
CAMP Sag 515 HMYLSGTLVAGALSEAVLER Bl TTPQVVNHVNSNN-—QAQQMAQ DODS IBERNIRDNVOBED Y ERITS v
CAMP Il Sag 515 QVVYFSIATLTGVABESPATIL ATNHVVVSQUNNQ----- QQIKQKEDQODSVOENT IKNOVOGEDY IN 1
CAMP S. urinalis OVVYFSIAILTGVABESPATLEYHADQATNHVVVSQVNNQ----- OQIKQKEDQDSVOENT IKNOVOGED IN 1
CAMP S. canis MKHROLLYLSTVVAG-LABEPTVGQSYFADNVSNPDAVLADNNQUTAQKDAL IQKEDDS SKOEDATKDEVKGED DKBKD I
CAMP S. pyogenes MxPEHLLCLSTVVAG-LABESTMTHSYLADDASNPDT I LMNNNQANLORDALVQKEDEGHOOREATRHEAKGRDT 1Di I
CAMP S. porcinus MDIEKILYLSGSVAS-IABESEVLTTYSADOVNGAQNTTAVTSINTQEKAQLTNRETQESNOESALKEEVKGE P! TTAINT, 1
CAMP S. pseudo porcinus ¥DIKKILYLSGSVAS-IALESPVLTTYSADQUNGAQNTTAVTSINTQEKAQLANRETQEGDOERALKEEVKGE PSEO ITT] I
Uberis factor S. uberis MEFEKLLYLTGSIAG-ITLESPILTS QINVSQPSNNESNVISQKKEEIDNS NQESAQHYALKEDVKGIEKEQSUNSALS 1

101

110 120 150 160 170 180 200

CAMP Sag 515 TDVI
CAMP |l Sag 515 ITDVI
CAMP S. urinalis ITDVI

CAMP S. canis SEAT

CAMP S. pyogenes LSDAL
CAMP S. porcinus SDVV

CAMP S. pseudo porcinus
Uberis factor S. uberis

CAMP Sag 515

CAMP |l Sag 515

CAMP S. urinalis

CAMP S. canis

CAMP S. pyogenes
CAMP S. porcinus

CAMP S. pseudo porcinus
Uberis factor S. uberis

B. | CAMP Il Sag 515

I CAMP S. urinalis
CAMP Sag 515

r CAMP S. canis
1 CAMP S. pyogenes

——  CAMP S. porcinus
4| L CAMP S. pseudo porcinus
Uberis factor S. uberis

Figure 32. Comparaison des facteurs de streptocoques avec le facteur CAMP Il 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 construction de I'arbre phylognétique ont été réalisés a I'aide du
module AlignX de Vector NTI advance 11 (In Vitrogen). Les résidus conservés apparaissent en gris clair
et les acides aminés identiques chez toutes les espéces 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
éloigné et n’apparait donc pas sur I'alignement. L’arbre phylogénétique a été construit selon la
méthode du plus proche voisin. Chaque branche de I'arbre a une longueur équivalente au nombre de

substitutions nécessaires pour passer d’un nceud au suivant.
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II. Analyse del'’expression des genes d’intérét

1. Analyse des régions promotrices

Afin de détecter les régions promotrices présentes sur I'ICE, les séquences
correspondant a la boite -35 (TTGACA) et a la boite -10 (ou boite de Pribnow, TATAAT) [421],
qui sont séparées d’environ 17 pb et permettent la reconnaissance par ’ARN polymérase,
ont été recherchées. Les séquences Shine-Dalgarno (ou site de fixation du ribosome ou RBS
pour ribosome binding site), permettant l'initiation de la traduction protéique, ont
également été recherchées. Le motif Shine-Dalgarno complet chez les procaryotes est long
de 3 a 9 nucléotides et est situé de 6 a 12 nucléotides en amont du codon d’initiation ATG.
La séquence complete est AAAGGAGG. Elle est, le plus souvent, retrouvée sous forme
partielle.

Plusieurs promoteurs putatifs présents sur ICE_515 tRNAY*

et permettant de
controler I'expression des génes d’intérét chez la souche 515 ont été mis en évidence par

une recherche bioinformatique (Figure 33).

Aucun promoteur n’a été détecté en amont de I'opéron « bactériocine » incomplet
chez la souche S. agalactiae 515. Néanmoins, I'opéron complet présent chez la souche
S. agalactiae COH1 possede un promoteur putatif en amont du géne SAN_2149 composé
d’une boite -35 (TTGAAA) séparée de 17 pb d’une boite -10 (TATAAT). Chez cette souche,
tous les genes de l'opéron (SAN 2145 a SAN_2149) possedent un site de fixation

ribosomique.

Chez la souche S. agalactiae 515, un premier promoteur putatif imparfait (P1)
permettrait la transcription du géne SAL 2078 codant la protéine de type NRAMP
(Figure 33). En effet, sur cette région se trouve une séquence TTGTAC qui pourrait
correspondre a la boite — 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 nucléotides en amont du codon d’initiation de la traduction.
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/ACATTGAAAAATTTT\ GTCCTTTACTAAACQ GATTTAGTGATTATC\
TATCATTGTACTAAAA TATTTTATTTTTGAAA AAAACCAAAACTTGT
TTAGGTGTGGTTAAT AGGGTGTTAGATGAT ACAACATGTTGTCAA
ATATTATTTACCATAC AATACCTTTTTTAAA ATGATATAATAACAA
TATTTCAATGGAAAG GGTAAATATTAGAAA CATATCTAGTAAAGTT

\ GTTTATAGTTCAA] ) \ GGAATTTGAATAATG ) \ GAGGTGATTAATATG

P1 P2 P3 P4
ICE_515_
tRNA™

GAATTATATTTTAAATTAG
GTTTGACAGTATTTTTTT
TAGACTGTATACTACTGG
TGTAGGTACCTACAAGTT
AAAAATACTGCAGTATAT
TAAGTTATTTTGATTTAG
GAGGGAAAAACCATG

Figure 33. Promoteurs putatifs des génes d’intérét situés sur ICE_515_tRNA"".

Les promoteurs d’ICE_515_tRNAY® sont représentés par des fléches noires sur le schéma. Les boites -35 et -10 des promoteurs P1 & P4 d’ICE_515_tRNA"“*

apparaissent en rouge sur la figure, les sites de fixation ribosomiques en violet et les codons d’inititation en vert.
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L'analyse de la région en amont du gene SAL_2074 (facteur CAMP Il) indique la
présence d’une boite de Pribnow imparfaite (TATACT) localisée 17 pb en aval d’une boite —
35 (TTGACA) (Figure 33, promoteur P2). Un site de fixation ribosomique (AGGAGG) est situé
8 pb en amont du codon d’initiation de SAL_2074. Cette région pourrait permettre la

transcription et la traduction du gene SAL_2074.

Un promoteur putatif P3 serait également présent en amont du gene SAL 2061
(séquences TTGAAA et TAATA) (Figure 33). Ce promoteur pourrait permettre de co-réguler
I'expression de plusieurs génes dont SAL 2059, SAL 2057 et SAL 2056, genes codant la
glutarédoxine putative et les deux protéines de surface. En effet, aucune région — 35 et — 10
n’a pu étre détectée a proximité des codons d’initiation de ces trois genes. Des séquences
Shine-Dalgarno ont été détectées sur les régions en amont des trois genes d’intérét : des
séquences GGAAG situées 11 pb en amont de I’ATG des génes SAL_2059 et SAL_2057 et un
motif AGAAAGGAA localisé 8 pb en amont du codon d’initiation du géne SAL_2056.

Un promoteur P4, localisé en amont du gene SAL_2045, pourrait réguler I'expression
des génes codant la toxine et I'antitoxine ainsi que des génes du module de conjugaison de
I'ICE (Figure 33). En effet, des boites — 35 et — 10 ont été identifiées (TTGTACA et TATAAT) et
des sites de fixation ribosomiques sont localisés respectivement 6 et 8 nucléotides en amont

des codons d’initiation des genes SAL_2044 (AGG) et SAL_2045 (GAGG).

2. Analyse de la fonctionnalité des promoteurs

Afin de vérifier la fonctionnalité des promoteurs détectés, I'expression des génes
d’intérét d’ICE_515 tRNAY et d’ICE_COH1_tRNA™* a été analysée in vitro. Lexpression des
génes a été analysée par RT-PCR en phase exponentielle de croissance et en phase
stationnaire. Tous les geénes d’intérét d’ICE_515 tRNAY sont exprimés en phase
exponentielle de croissance (Figure 34, pistes 1). Les genes 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 gene SAL_2059 (glutarédoxine) n’a pu étre détecté en phase stationnaire (Figure 34, B,
piste 2). En utilisant trois réplicats biologiques, un transcrit n’a été obtenu en phase
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 méme résultat a été obtenu lors

de deux autres expériences indépendantes.

543 pb
555 pb
320pb
157 pb

129 pb

Figure 34. Analyse de I’expression des génes d’intérét d’ICE_515_tRNA"* par RT-PCR.
Des RT-PCR ont été réalisées a partir des ARN extraits des cultures de souchess de S. agalactiae COH1
(A) et 515 (B, C, D et E). Les génes 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 a C), seul le résultat de l'une des trois

expériences est présentée. Piste 1 : Phase exponentielle de croissance, Piste 2 : Phase stationnaire.

Méme si les résultats de RT-PCR ne constituent qu’une analyse semi-quantitative, il
est a noter que, pour chacune des expériences indépendantes, une méme intensité des
bandes a été obtenue pour chacun des réplicats des génes (sauf SAL_2078). L’expression du
géne SAL 2044 parait plus modeste en phase stationnaire qu’en phase exponentielle de
croissance. De facgon inverse, I'expression du gene SAN_2147 parait plus élevée en phase
stationnaire qu’en phase exponentielle de croissance. Par conséquent, il pourrait exister une
corrélation entre la phase stationnaire de croissance et la quantité de transcrits de certains

génes codés par I'ICE.
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III. Fonctions impliquées dans I’'adaptation des souches

1. Adaptation face a un stress oxydant

Les génes SAL 2078 et SAL_2059, codés par I'ICE et s’exprimant en conditions
standards de culture, pourraient étre impliqués dans la réponse a un stress oxydant. Afin de
vérifier cette hypothese, des tests de stress oxydant ont été réalisés. Plusieurs essais de
constructions des deux mutants interrompus dans ces genes ont été infructueux. Les
vecteurs contenant les constructions permettant d’interrompre les génes ont été obtenus et
électroporées avec succes chez S. agalactiae. Cependant, malgré plusieurs tentatives, la
sélection du deuxieme évenement de recombinaison, permettant le remplacement du gene
et I’élimination du plasmide, n’a pas pu aboutir. Ceci pourrait s’expliquer par la présence

d’une forme extrachromosomique d’ICE_515_ tRNA™*

, comme décrit chez d’autres ICE [61,
230, 371], qui favoriserait un retour au phénotype sauvage. Le réle des deux génes dans la
résistance au stress oxydant a donc été analysé en comparant une souche sans ICE (souche
receveuse NEM316) et une souche portant I'lICE (transconjugant de la souche NEM316 ayant
recu ICE_515 tRNA™® par conjugaison). L’expression des génes présents sur I'ICE a été

analysée par RT-PCR chez la souche NEM316 (ICE_515 tRNA™") et les résultats obtenus sont

similaires a ceux obtenus pour la souche S. agalactiae 515.

Le taux de survie des deux souches a été examiné suite a un traitement oxydant

réalisé avec 20 mM de peroxyde d’hydrogéne pendant 45 minutes (Figure 35).
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Figure 35. Taux de survie face a un stress oxydant d’une souche de S. agalactiae ayant

acquis ICE_515_tRNA"".

Le taux de survie des souches de S.agalactiae NEM316 et du transconjugant
NEM316 (ICE_515_tRNA"“®) a été analysé suite a une exposition & 20 mM de peroxyde d’hydrogéne
(H,0,) durant 45 minutes a 37 °C. Le taux de survie est calculé en fonction de la quantité de cellules
viables aprés un traitement en comparaison aux cellules non exposées par le biais d’un comptage des
unités formant des colonies aprés 24 h d’incubation a 37 °C. L’expérience a été réalisée en triplicat et

le taux de survie est exprimé en pourcentage.

Les résultats indiquent que l‘acquisition de I'ICE par une autre souche de
S. agalactiae ne lui apporte pas de bénéfice en termes de survie face a un stress oxydant

généré par du peroxyde d’hydrogene (Figure 35).
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2. Bactériocine

L’analyse in silico de I'ICE intégré a I’extrémité 3’ du géne codant un ARNt Lysine chez
la souche S. agalactiae COH1, a révélé la présence d’un opéron complet qui pourrait avoir un
réle dans la compétition au sein de son microenvironnement. En effet, celui-ci pourrait
coder un peptide aux propriétés antimicrobiennes et les fonctions associées a la maturation
et au transport de ce peptide. Afin de tester cette hypothese, des tests antimicrobiens ont
été réalisés en comparant la souche COH1 a des souches ne possédant pas I'opéron complet
(les souches 515 et NEM316). Des zones d’inhibition de croissance provoquées par la
bactériocine putative produite pas les souches de S. agalactiae ont été recherchées par une

technique de spots en utilisant différentes espéeces indicatrices (Figure 36).

Figure 36. Test antimicrobien en utilisant différentes souches de S. agalactiae.

Des spots de cultures d’une nuit des souches de S. agalactiae ont été déposés sur des géloses. Un
millilitre d’une culture d’une nuit des souches indicatrices a été inoculé dans de la gélose molle
(contenant 8 % d’agar) maintenue en surfusion. Le mélange a été coulé en surcouche sur les géloses.
L’observation a été réalisée aprés une incubation de 24 heures dans les conditions appropriées. Les
photos correspondent a 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 DH5a et EC101, 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 di a I'inhibition de formation des gouttes par
les souches indicatrices, aucune zone d’inhibition révélant une activité antimicrobienne des
souches testées de S. agalactiae n’a pu étre mise en évidence, aprés 24 heures, en utilisant
14 souches indicatrices différentes dans les conditions utilisées (Figure 36).

D’autres techniques ont été réalisées (méthode de puits au lieu des spots, méthode de

stries) mais aucune n’a révélé de phénotype d’inhibition de croissance.

3. Systéme toxine/antitoxine

Les génes SAL 2044 et SAL_2045, codés par ICE_515 tRNA", sont exprimés en
phase exponentielle et stationnaire de croissance. Ces geénes pourraient constituer un
systeme d’addiction permettant le maintien de I'élément chez les bactéries. Une souche
interrompue dans le géne SAL_2044 codant la toxine putative a pu étre obtenue lors de nos
travaux. Cette construction avait pour objectif de réaliser des tests de stabilité de I'ICE en
absence du systeme d’addiction putatif. Néanmoins, des travaux réalisés en paralléle
(Travaux de these d’Aurore Puymege, UMR1128) et utilisant ce mutant 515ASAL 2044 en
présence d'un agent provoquant des dommages a I’ADN (mitomycine C), décrit
antérieurement comme augmentant le taux d’excision de certains éléments génétiques

%14, 371], n’ont pas permis

mobiles possédant des régulateurs similaires a ICE_515 tRNA
d’aboutir a la perte de I'ICE de la souche S. agalactiae 515ASAL_2044. Ceci suggére que la
protéine SAL_2044 pourrait étre impliquée dans la stabilité de I'ICE mais qu’elle n’agirait pas

seule pour le maintien de I’élément dans la population.
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IV. Propriétés d’adhésion conférées par ICE 515 tRNAYs aux

souches bactériennes

1. Implication d’ICE 515 tRNA"* dans la capacité d’adhésion des souches.

ICE_515_tRNA™" code trois protéines de surface putatives. Chez les bactéries, les
protéines de surface sont souvent impliquées dans I'adhésion des cellules bactériennes a des
surfaces inertes ou aux composants de leur hote. L’adhésion est une étape clé de la survie
cellulaire et de la colonisation de leur environnement pour les bactéries. Afin de caractériser
le r6le que I'ICE pourrait jouer dans ce mécanisme, les protéines de surface codées par I'ICE
ont été analysées vis-a-vis de ce processus. La formation de biofilm, I'adhésion aux
composants de la matrice extracellulaire et I'adhésion a une agglutinine ont ainsi été

Lys

évaluées chez la souche S. agalactiae NEM316 ayant regu ICE_515 tRNA™ 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 I'environnement. |l est estimé qu’une majorité des
infections causées par des agents bactériens serait la cause de ce type de regroupement

communautaire. L’étude de cette propriété est donc importante a des fins prophylactiques.

1.1.1. Implication dans la biomasse des biofilms formés

La capacité de formation de  Dbiofilm des souches NEM316 et
NEM316 (ICE_515 tRNA"®) de S.agalacticge a été évaluée par un test en plaque en
polystyréne. La quantité de biomasse intégrée dans le biofilm de la souche possédant ou non
ICE_515 tRNA™ a été mesurée par une coloration au cristal violet (Figure 37). Les résultats

obtenus a partir de cette technique montrent que, malgré la variabilité entre réplicats
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biologiques, la souche possédant I'ICE adhere significativement d’avantage au polystyréne
que la souche qui en est dépourvue (test de Mann-Withney, p-value <0.001).

ICE_515_tRNA™* contribue ainsi & 'ladhésion a un substrat inerte des souches le possédant.

Biofilm

2 - *

1,6

06 -

04 -

NEM316 NEM316 (ICE_515)

Figure 37. Evaluation de I'implication dans la formation de biofilm d’ICE_515_tRNA"".
La biomasse contenue dans les biofilms formés apres 24 h en plaques 24 puits a fond plat a 37 °C par
les souches NEM316 et NEMS316 (ICE_515 tRNAY) a été évalude par des mesures
spectrophotométriques a une densité optique de 595 nm apres une coloration au cristal violet. Les
mesures obtenues sont en corrélation avec la quantité de cellules bactériennes adhérées au
polystyréne. L’expérience a été réalisée en quadruplat. L’astérisque signale la significativité de la
différence de biomasse contenue au sein des biofilms étudiés (test de Mann-Whitney, p-

value < 0,001).

1.1.2. Implication dans I'architecture des biofilms

Les biofilms formés par la souche S. agalactice NEM316 possédant ou non
ICE_515_tRNA™* ont été observés en trois dimensions par microscopie confocale 3 balayage.
Cette technique permet d’examiner la structure tridimensionnelle du biofilm formé par les

souches (Figure 38). Les cellules vivantes ont été différenciées des cellules commencant a
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perdre leur intégrité membranaire a l'aide d’un fluorophore différent (respectivement
SYTO 9 et iodure de propidium). Le fluorophore pénétrant dans les cellules non viables se

fixe également sur ’ADN extracellulaire contenu dans les échantillons.

|
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Figure 38. Observation par microscopie confocale a balayage des biofilms formés par
S. agalactiae.
Les biofilms formés par les souches NEM316 (A et C) et NEM316 (ICE_515_tRNA") (B et D) ont été
observés en microscopie confocale a 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 marquées a I'aide du fluorophore SYTO 9 (fluorescence verte) et les cellules
ayant perdu leur intégrité ainsi que I’ADN extracellulaire ont été marqués avec de liodure de
propidium (fluorescence rouge). Les vues représentées sur la figure sont représentatives de I'ensemble

des observations réalisées.
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Les diverses observations réalisées ont montré que les deux souches forment des
biofilms d’une épaisseur maximale similaire comprise entre 40 et 49 um. Aucune différence
du volume occupé par les biofilms des deux souches n’a été observée sur I'ensemble des
vues étudiées représentatives des échantillons. Des expériences complémentaires n’ont pas
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 a balayage. En effet,
le nombre d’unité formant des colonies a densité optique équivalente (DO a 600 nm de 0,4

et 0,8) est similaire entre les deux souches.

Le ratio du biovolume rapporté a la surface du biofilm reflete la fraction du biofilm
exposée au flux nutritif et est donc une indication de |'adaptation du biofilm a
I'environnement [172]. Aucune différence d’exposition des cellules au flux nutritif n’a pu

Y% de celle ne le possédant

étre mise en évidence entre la souche possédant ICE_515 tRNA
pas. L'observation microscopique a révélé des amas de cellules ayant perdu leur intégrité
membranaire (en rouge) uniquement a la surface des biofilms formés par les cellules
appartenant a la souche NEM316 ce qui n’est pas le cas pour les biofilms formés par les

cellules possédant ICE_515 tRNA™® (Figure 38).

Par ailleurs, la distribution des cellules vivantes portant ICE_515 tRNA™® sur le
substrat (0,212) est significativement plus hétérogéne (pvalue < 0,05) que celle des biofilms

formés par les cellules ne possédant pas I'élément (0,147) [172].

Ces données ne permettent pas de conclure quant a la différence de biomasse
contenue dans les biofilms observée entre les deux souches testées par la technique du

Lys

cristal violet. Néanmoins, certaines caractéristiques conférées par ICE_515 tRNA™ dans la

structuration de la communauté microbienne ont été mises en évidence.
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1.2. Implication dans I’adhésion aux composants de la matrice

extracellulaire.

Des études ont montré que I'adhésion bactérienne aux cellules épithéliales de I’hote
peut cibler des composants de la matrice extracellulaire [242, 286, 381]. L’'implication
d’ICE_515_tRNA" dans I'adhésion a des composants de la matrice extracellulaire a donc été

examinée.

1.2.1. Adhésion au fibrinogéne

La capacité d’adhésion a différentes concentrations de fibrinogene de la souche
NEM316 possédant ou non I'ICE a été évaluée en utilisant un protocole de coloration au
cristal violet et une lecture au spectrophotometre (Figure 39). L’adhésion est corrélée avec

I'intensité finale de coloration observée a 570 nm.

Fibrinogéne
0,6 -

§11111111

Figure 39. Evaluation de I'implication d’ICE_515_tRNA"” dans I’adhésion au fibrinogéne.

Les souches NEM316 (en gris) et NEM316 (ICE_515_tRNA"®) (en bleu) ont été placées durant 3 h &

37 °C dans des microplaques de 96 puits a fond plat préalablement recouvertes avec différentes
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concentrations de fibrinogene. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées aprés des
lavages, une coloration au cristal violet et une mesure spectrophotométrique a 570 nm. L’expérience
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, jusqu’a une concentration en fibrinogéne de
0,0312 mg/ml, la souche possédant I'ICE adhere significativement plus au fibrinogéne que la
souche qui en est dépourvue (p-value < 0,05). En dessous de cette concentration, aucune

différence significative n’est notée dans les conditions utilisées.

ICE_515_tRNAY® confére donc aux souches une capacité d’adhésion plus élevée au

fibrinogéne.

1.2.2. Adhésion a la fibronectine

L'adhésion a la fibronectine de la souche NEM316 et du transconjugant possédant

ICE_515_tRNA™" a également été examinée (Figure 40).

Aucune différence dans I'adhésion a la fibronectine n’a pu étre observée entre les

Lys

souches possédant ou non ICE_515 tRNA™” dans les conditions expérimentales utilisées (p-

value > 0.05).
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Figure 40. Evaluation de I'implication d’ICE_515_tRNA"* dans I’adhésion 2 la fibronectine.

Les souches NEM316 (en gris) et NEM316 (ICE_515_tRNA"®) (en bleu) ont été placées durant 3 h &
37 °C dans des microplaques de 96 puits a fond plat préalablement recouvertes avec 0,25 mg/ml de
fibronectine. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées aprés des lavages, une coloration
au cristal violet et une mesure spectrophotométrique a 570 nm. L’expérience a été réalisée en

triplicat.

1.3. Implication dans I’adhésion a une agglutinine.

Plusieurs antigénes I/Il, tels SpaP produite par S. mutans et SspA et SspB produites
par S. gordonii, ont été décrits comme étant impliqués dans I'adhésion a la protéine salivaire
Gp340 ce qui pourrait avoir un impact sur la colonisation de I’'héte par les souches
pathogenes. La protéine Gp340 est une des protéines majoritaires au niveau salivaire de
'Homme. L’analyse in silico a révélé une structure protéique de la protéine SAL 2056

L
¥* dans

similaire a celle des antigénes I/1l décrits dans la littérature. Le role d’ICE_515 tRNA
I'adhésion a de la salive clarifiée a donc été analysé (Figure 41). Néanmoins, dans les

conditions expérimentales utilisées, aucune différence dans la formation de biofilm sur des
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plaques recouvertes avec de la salive clarifiée a 10 % n’a pu étre mise en évidence en

fonction de la présence/absence d’ICE_515_tRNA™* (p-value > 0,05 %).

Salive clarifiée

07 1
06 -
05 -
04 -

03 -

NEM316 NEM316 (ICE_515)

Figure 41. Evaluation de I'implication d’ICE_515_tRNA"“* dans I'adhésion a de la salive

clarifiée.

Les souches NEM316 (en gris) et NEM316 (ICE_515_tRNA"*) (en bleu) ont été placées durant 24 h &
37 °C dans des plaques 24 puits a fond plat préalablement recouvertes avec de la salive clarifiée a
10 %. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées aprés des lavages, une coloration au
cristal violet et une mesure spectrophotométrique a 595 nm. L’expérience a été réalisée en

quadruplat.

2. Implication spécifique de I’antigéne I/Il SAL 2056 dans I’adhésion.

La difficulté a interrompre des geénes codés par I'ICE étudié chez S. agalactiae, a
laquelle s’ajoute la grande quantité de protéines de surface produites par cette bactérie,
nous a amenés a poursuivre notre étude en réalisant une expression des protéines d’intérét

chez une autre espéce bactérienne a coloration Gram positive. La souche
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Lactococcus lactis MG1363 a ainsi été choisie comme modele d’étude puisqu’elle produit
peu de protéines extracellulaires mais posséde la machinerie nécessaire a I'excrétion et a

I’exposition de ces protéines a la surface cellulaire [277, 312, 368].

L'analyse in silico a montré que SAL_2056 est une protéine codée par
ICE_515_tRNA™ 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 a laquelle appartient SAL_2056 parait 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
fonctionnelle de SAL_2056. Afin de déterminer son role dans I'adhésion, le gene SAL_2056 a
été cloné dans le vecteur pOri23 sous contréle du promoteur constitutif P23. La transcription
du géne a été confirmée par RT-PCR (données non montrées) et les analyses phénotypiques

de la souche L. lactis MG1363 (pOri23-Agl/Il) ont été réalisées.

2.1. Implication de SAL_2056 dans la formation de biofilm

La caractérisation fonctionnelle de la protéine SAL 2056 a débuté par I'étude de son
role dans la formation de biofilm chez S. agalactiae. Un protocole similaire a celui employé
pour I'analyse du transconjugant NEM316 (ICE_515 tRNAY") 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 parait conférer un phénotype de regroupement communautaire

bactérien en biofilm.
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Figure 42. Evaluation de I'implication dans la formation de biofilm de SAL_2056.
La biomasse contenue dans les biofilms formés apres 24 h en plaques 24 puits a fond plat a 30 °C par
les souches L. lactis MG1363 (pOri23) et L. lactis MG1363 (pOri23-SAL_2056) a été évaluée par des
mesures spectrophotométriques apres une coloration au cristal violet. Les mesures obtenues a une
densité optique de 595 nm sont en corrélation avec la quantité de cellules bactériennes adhérées au

polystyréne. L’expérience a été réalisée en quadruplat.

La densité optique observée entre la souche possédant l'insert est 1,2 fois plus
importante que la souche ne le possédant pas. Il est a noter que la souche
NEM316 (ICE_515_tRNA™) adhére 1,5 fois plus au polystyréne que la souche NEM316.

Lys

D’autres protéines codées par ICE_515 tRNA™ pourraient donc participer au phénotype

complet de formation de biofilm conféré par I'ICE.
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2.2. Implication de SAL_2056 dans I'adhésion aux composants de la
matrice extracellulaire

Y5 conféere une capacité

Les résultats précédents ont montré qu’lCE_515 tRNA
d’adhésion au fibrinogene mais pas a la fibronectine. L'implication de SAL_2056 dans
I’'adhésion aux composants de la matrice extracellulaire a donc été examinée. Les résultats
présentés représentent les résultats d’adhésion au fibrinogéne et a la fibronectine obtenus

pour la souche de L. lactis MG1363 exprimant ou non la protéine SAL_2056.

2.2.1. Adhésion au fibrinogéne

Un test d’adhésion au fibrinogene a montré que la souche L. /actis
MG1363 (pOri23_SAL 2056) adhére significativement légéerement davantage que la souche

ne possédant pas l'insert (p-value < 0,01) (Figure 43).

Fibrinogéne
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Figure 43. Evaluation de I'implication de SAL_2056 dans I'adhésion au fibrinogéne.

Les souches L. lactis MG1363 (pOri23) et L. lactis MG1363 (pOri23-SAL_2056) ont été placées durant

3 h a 30 °C dans des microplaques de 96 puits a fond plat préalablement coatées avec 1 mg/ml de
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fibrinogene. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées aprés des lavages, une coloration
au cristal violet et des mesures spectrophotométriques a 570 nm. L’expérience a été réalisée en
triplicat. L’astérisque signale la significativité statistique entre les deux souches (test de Mann-

Whitney, p-value < 0,01).

La différence d’adhésion au fibrinogéne observée entre la souche possédant I'ICE
complet et celle ne le possédant pas est nettement plus importante que la différence entre
une souche de L. lactis exprimant SAL 2056 qu’une ne I'exprimant pas. |l est peu probable
gue SAL_2056 soit plus exprimé chromosomiquement chez S. agalactiae que de maniére
plasmidique chez L. lactis. Ces résultats suggérent donc fortement que SAL 2056 n’est pas la

seule protéine d’ICE_515_tRNA"® permettant I’adhésion au fibrinogéne.

2.2.2. Adhésion a la fibronectine

Les expériences précédentes n’ont pas permis de détecter de role d’/CE_515 tRNAY*

dans I'adhésion a la fibronectine. De nombreuses études ont montré qu’étant donné le
nombre de protéines de surface exprimées par les bactéries pathogenes, le réle individuel
de chacune est souvent délicat a estimer directement chez ces especes. Dans ces études,
I'analyse fine du role des protéines de surface passe par la production des protéines chez un
hote hétérologue [277, 317, 409]. Par conséquent, I'analyse du role de SAL 2056 dans

I'adhésion a la fibronectine chez L. lactis MG1363 nous a parue importante.

Des expériences d’adhésion a la fibronectine des souches de L. /lactis MG1363
exprimant ou non SAL_2056 ont été réalisées et celles-ci ont révélé que SAL_2056 confere
une capacité d’adhésion a la fibronectine a L. lactis (p-value < 0,001) (Figure 44). L’absence
de détection de cette propriété chez S. agalactiae pourrait donc s’expliquer par I'abondance
des protéines de surface partiellement redondantes produites par S. agalactiae dont

certaines sont déja décrites comme permettant a S. agalactiae d’adhérer a la fibronectine.
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Figure 44. Evaluation de I'implication de SAL_2056 dans I’adhésion a la fibronectine.

Les souches L. lactis MG1363 (pOri23) et L. lactis MG1363 (pOri23-SAL _2056) ont été placées durant
3 h a 30°C dans des microplaques de 96 puits a fond plat préalablement recouvertes avec
0,25 mg/ml de fibronectine. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées aprés des lavages,
une coloration au cristal violet et une mesure spectrophotométrique a 570 nm. L’expérience a été
réalisée en quadruplat. L’astérisque signale la significativité statistique entre les deux souches (test de

Mann-Whitney, p-value < 0,001).

2.3. Implication dans I'adhésion aux protéines salivaires

De la méme maniere que précédemment, le réle potentiel de SAL_2056 dans la
formation de biofilm sur des plaques, recouvertes de salive clarifiée a une concentration de

10 %, a été analysé (Figure 45).
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Figure 45. Evaluation de I'implication de SAL_2056 dans I’adhésion a de la salive clarifiée.

Les souches L. lactis MG1363 (pOri23) et MG1363 (pOri23-SAL_2056) ont été placées durant 24 h a
30 °C dans des plaques 24 puits a fond plat préalablement recouvertes avec de la salive clarifiée a
10 %. Les cellules bactériennes adhérées ont été quantifiées apres des lavages, une coloration au

cristal violet et une mesure spectrophotométrique a 595 nm. L’expérience a été réalisée en triplicat.

Dans les conditions expérimentales utilisées, aucune différence entre la souche
possédant l'insert ou non n’est observable (p-value > 0.05). La protéine SAL_2056,
contrairement a d’autres antigenes I/Il décrits, ne parait pas permettre I'adhésion aux

protéines salivaires.
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L’ensemble des expériences d’adhésion des différentes souches de S. agalactiae de

¥ sont

L. lactis suggeére que d’autres protéines que SAL_2056 codées par ICE_515 tRNA
responsables des propriétés d’adhésion conférées par I'ICE a S. agalactiae (formation de
biofilm et adhésion au fibrinogeéne). L'analyse des promoteurs a montré que les génes
SAL 2056 et SAL 2057 pourraient étre co-transcrits et I'analyse par BLASTP a indiqué que
des homologues des deux génes sont également adjacents chez d’autres especes comme sur

ICE RD2 de S. pyogenes [371] et sur I'élément de S. urinalis 2285-97 [79].

Par ailleurs, sur les ICE TnGBS1 et TnGBS2 de S. agalactiae NEM316, les trois

homologues des génes codant les protéines de surface d’ICE_515 tRNAY

sont adjacents.
Ceci pourrait indiquer un réle conjoint des protéines dans I'adhésion et/ou I'agrégation
cellulaire. Une construction permettant I'expression de la protéine SAL 2057 a été initiée
mais celle-ci n’a pu aboutir dans le temps imparti et doit étre achevée afin de répondre en

partie a cette hypothese.
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V. Propriétés hémolytiques conférées par ICE 515 tRNALs

aux souches

1. Production du facteur CAMP Il par ICE 515 tRNAY chez S. agalactiae

L’analyse in silico a révélé la présence d’un nouveau facteur CAMP (facteur CAMP 1l)
au locus tRNA Lysine chez trois souches de S. agalactiae parmi celles qui sont séquencées
(5. agalactiae 515, COH1 et FSL S3-026). Afin d’étudier le réle additif que pourrait conférer
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 a
produire une réaction synergique d’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 tRNA"")

qui possede également les deux facteurs CAMP (le facteur CAMP génomique et le facteur

CAMP Il acquis par le transfert conjugatif de I'lICE) (Figure 46).

Toutes les souches examinées de S.agalactiae présentent une hémolyse
caractéristique liée a la production d’'un facteur CAMP (Figure 46). Néanmoins, aucune
différence dans la taille de la zone de la co-hémolyse n’a pu étre mise en évidence entre la

souche NEM316 et celle portant ICE_515_tRNA™".
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Figure 46. Test CAMP sur les souches de S. agalactiae.

Un aliquot de culture d’une nuit de la souche S.aureus CIP 57.10 a été strié verticalement.
Perpendiculairement, des aliquots de culture d’une nuit de la souche S. agalactiae NEM316 (1), du
transconjugant NEM316 (ICE_515_tRNA"®) (2) et de la souche 515 (3) ont été striés. Les réactions de
synergie représentant un résultat positif au test CAMP sont détectées par la présence d’une zone

hémolytique importante et caractéristique en forme de fleche.

Une analyse permettant d’examiner plus précisément I'impact de la production
d’un nouveau facteur CAMP sur la capacité de S. agalactiae a produire une réaction co-
hémolytique en présence de sphingomyélinase a été réalisée. La mesure de I'activité du ou
des facteurs CAMP chez S. agalactiae a été réalisée en microplagues a partir des
surnageants de culture filtrés des souches S. agalactiae 515, NEM316 et
NEM316 (ICE_515 tRNA™) (Figure 47). Lutilisation des surnageants filtrés permet
d’éliminer l'impact de la B-hémolysine, ubiquiste chez S. agalactiae, sur I'activité

hémolytique observée puisque celle-ci reste attachée a la paroi cellulaire bactérienne.
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Figure 47. Mesure de I’activité co-hémolytique du (des) facteur(s) CAMP chez

S. agalactiae.

L’activité co-hémolytique du ou des facteur(s) CAMP produit(s) par les souches de S. agalactiae est
corrélée avec la diminution de I'intégrité des érythrocytes de mouton concentrés a 1 %. Cette perte
d’intégrité est visualisée comme une diminution de la densité optique observée par
spectrophotométrie. L’activité du ou des facteur(s) CAMP a été évaluée a partir des surnageants de
culture des souches 515 (cercles vides, sans traitement a 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_tRNA"*) (carrés vides sans prétraitement et carrés pleins
avec traitement).

L’activité co-hémolytique a été mesurée a une densité optique de 630 nm toutes les 30 minutes apres
homogénéisation en utilisant un lecteur de microplaques (Biotek). L’expérience a été réalisée en

triplicat en utilisant trois échantillons biologiques indépendants.

Le suivi de la diminution de l'intégrité des érythrocytes de mouton suite a 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

174



RESULTATS

production et la sécrétion de facteur(s) CAMP par les souches 515, NEM316 et
NEM316 (ICE_515_tRNA™") (Figure 47). L’activité du (ou des) facteur(s) CAMP permet de
lyser, en 30 minutes, environ 80 % des érythrocytes de mouton concentrés a 1 %.
Néanmoins, l'activité co-hémolytique parait refléter celle du facteur CAMP génomique
puisqu’aucune activité additionnelle n’a été observée pour la souche NEM316 possédant
ICE_515_tRNALy5 qui code le facteur CAMP Il par rapport a la souche sauvage NEM316. De
plus, aucune activité additionnelle n’est observée lorsque les surnageants utilisés lors de

I’expérience sont dilués jusqu’a 16 fois.

L’'heme est I'un des deux co-facteurs, avec la ménaquinone, qui est indispensable a
la mise en place de la respiration chez S. agalactiae. La respiration favorise la croissance de
S. agalactiae [441]. L’hypothése selon laquelle le facteur CAMP, en permettant le rejet
d’heme dans I'environnement, pourrait participer a la respiration de 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
d’héme). La croissance bactérienne a été évaluée par une mesure spectrophotométrique a
une densité optique de 600 nm et la biomasse formée par une mesure du poids sec. Aucune
différence n’a été relevée entre la souche possédant I'ICE de celle ne le possédant pas.
Néanmoins, le pH est resté similaire dans toutes les conditions mises en place ce qui suggere
gu’aucune condition utilisée n’a permis la mise en place de la respiration chez S. agalactiae.

D’autres essais devront étre réalisés pour confirmer les résultats obtenus.

2. Sécrétion du facteur CAMP Il chez S. agalactiae

Les expériences précédentes ont montré que le facteur CAMP Il ne semble pas
conférer d’activité co-hémolytique supplémentaire chez les souches de S. agalactiae
exprimant déja le facteur CAMP | génomique. Afin de vérifier que le facteur CAMP Il est
effectivement sécrété, des précipitations de surnageants de culture des souches NEM316 et

NEM316 (ICE_515 tRNAY®) ont été réalisées afin d’observer I'ensemble des protéines
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sécrétées par une séparation électrophorétique par SDS-PAGE (Figure 48). Les expériences
ont été réalisées en paralléle 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.
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Figure 48. Séparation électrophorétique des protéines sécrétées des souches de

S. agalactiae par SDS-PAGE.

Les surnageants de culture dans du BHI (puits 1 et 2) et du MCD (puits 3 et 4) d’une nuit des souches
NEM316 (1 et 3) et NEM316 (ICE_515_tRNA"®) (puits 2 et 4) ont été précipités & I'aide d’un protocole
utilisant de [I'acide trichloroacétique et séparés par SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide) dans un gel de séparation de 12 %. La bande | représente le facteur CAMP |

génomique tandis que la bande Il représente le facteur CAMP |I.

Les résultats obtenus semblent indiquer que les protéines collectées apres
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
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(ICE_515_tRNA™) produit une protéine supplémentaire en milieu MCD par rapport a la
souche NEM316, qui posséde une taille approximative similaire a celle attendue pour le

facteur CAMP Il (27,7 kDa).

Afin de confirmer la sécrétion du facteur CAMP |l par la souche
NEM316 (ICE_515_tRNA™), les bandes du SDS-PAGE correspondant aux protéines d’intérét
des surnageants de culture de MCD ont été découpées et traitées afin d’étre analysées par
chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse. Les résultats de
spectrométrie ont montré que le facteur CAMP Il (27,7 kDa) est sécrété de maniere trés
similaire voire a un niveau légérement supérieur par rapport au facteur CAMP | génomique

(28,3 kDa) (rang 4 pour le facteur CAMP Il et 6 pour le facteur CAMP 1).

3. Fonctions hémolytiques conférées par le facteur CAMP Il a des souches

non pathogénes

Les expériences précédentes n’ayant pas pu mettre en évidence de propriétés co-
hémolytiques du facteur CAMP Il chez S. agalactiae dans les conditions expérimentales
mises en place, la construction du mutant interrompu dans le gene SAL_2074 a été initiée.
Cependant, comme pour la plupart des autres genes étudiés, les nombreuses tentatives de
sélection de la double recombinaison sont restées infructueuses. Dans ces conditions, afin
d’étudier la fonctionnalité du facteur CAMP II, un vecteur d’expression permettant la
production hétérologue de la protéine d’intérét chez une souche héte a été construit. La
fonctionnalité du facteur CAMP Il a été ainsi analysée en utilisant la souche Lactococcus
lactis MG1363 comme souche productrice. Le géne SAL_2074 est exprimé sous le contréle
du promoteur constitutif P23 en utilisant le vecteur pOri23 [317]. L'expression de SAL 2074
par L. lactis MG1363 a été confirmée par RT-PCR en phase exponentielle et en phase

stationnaire de croissance (Figure 49).
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Figure 49. Analyse de I'’expression de SAL_2074 par le vecteur pOri23 chez L. lactis.
L’expression de SAL 2074 a été examinée par 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 a partir des ARN extraits de L. lactis MG1363
(pOri23) et L. lactis MG1363 (pOri23-camp’®). Les puits 3 et 4 sont les témoins de rétrotranscription
de ces souches, pour lesquels, la retrotrancriptase n’a pas été ajoutée au mélange réactionnel. Le
puits 5 est le témoin positif et correspond a la RT-PCR réalisée a partir de '’ARN extrait de la souche
S. agalactiae 515. Le puits 6 est le témoin négatif pour lequel de I'’eau a été ajouté au mix réactionnel.
Le marqueur de taille (MT) est le marqueur VI (Roche Applied Science). Des résultats identiques ont
été obtenus par RT-PCR a partir des ARN extraits des souches en phase exponentielle de croissance

(données non montrées).

Afin d’observer la fonctionnalité du facteur CAMP I1l, des tests CAMP ont été
effectués en utilisant les souches L. lactis MG1363 (pOri23) et L. lactis MG1363 (pORI23-

camp’*) (Figure 50).
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Figure 50. Test CAMP a partir des souches de Lactococcus lactis exprimant ou non le

facteur CAMP II.

Un aliquot de culture d’une nuit de la souche CIP 57.10 de S. aureus a été strié verticalement.
Perpendiculairement, des stries a partir des cultures d’une nuit 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 fleche, similaire a celle de la souche
S. agalactige 515, a été observée pour la souche de L. lactis MG1363 (pOri23-camp>>)
contrairement au controle négatif MG1363 (pOri23) (Figure 50). Ces résultats prouvent que
le facteur CAMP Il est donc bien un facteur co-hémolytique et, qu’il est fonctionnel chez une
espéce non pathogéne telle que L. lactis MG1363. La fonctionnalité du facteur CAMP Il a été
confirmée par une titration co-hémolytique (Figure 51). Chez L. lactis MG1363, le facteur

CAMP Il permet de lyser environ 80 % des érythrocytes de mouton concentrés a 1 % en 30

minutes.
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Figure 51. Mesure de I'activité co-hémolytique du facteur CAMP Il chez L. lactis.

L’activité co-hémolytique du facteur CAMP est corrélée avec la perte d’intégrité des érythrocytes de
mouton concentrés a 1 %. Cette perte d’intégrité est visualisée par une diminution de la densité
optique observée par spectrophotométrie. L’activité co-hémolytique a été évaluée pour les souches de
L. lactis MG1363 (pOri23) (cercles vides, sans traitement a la sphingomyélinase de S. aureus et cercle
plein avec traitement), MG1363 (pOri23-camp’*®) (carrés vides sans traitement et carrés noirs avec
traitement). L’activité co-hémolytique a été mesurée a une densité optique de 630 nm toutes les
30 minutes aprés homogénéisation en utilisant un lecteur de microplaques (Biotek). L’expérience a

été réalisée en triplicat en utilisant trois échantillons biologiques indépendants.

ICE_515_tRNAL”5 est un élément pouvant transférer de maniére autonome entre
souches de S. agalactiae. Par conséquent, cet élément pourrait permettre la dissémination
du géne 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 par les ICE de la
famille d’ICE 515 tRNALs

Les résultats décrits ci-dessus ont révélé que des génes portés par ICE_515 tRNA™*

codent des facteurs de virulence impliqués soit lors de I'étape d’adhésion, soit dans les
propriétés hémolytiques de la souche hoéte. Dans la suite logique de ces travaux, la
transmissibilité potentielle de traits phénotypiques importants dans la virulence des souches

pathogénes et véhiculés par les ICE de la famille d’ICE_515_tRNA"" a été étudiée.

1. Transmission de fonctions codées par les ICE de la famille

d’ICE 515 tRNAY" 3 S. uberis

Des travaux antérieurs au sein de I’équipe ont mis en évidence une souche de
S. uberis (19608) qui posséde 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
avec I'équipe du Professeur P. Glaser (équipe Génomique et évolution bactérienne, Institut
Pasteur, Paris) afin d’obtenir la séquence d’ADN compléte de I'élément génétique mobile

putatif de cette souche.

Le séquencage a confirmé la présence d’'un ICE intégré a I'extrémité 3’ du gene
codant I’ARNt Lysine chez la souche 19608 (ICE_SUB19608_tRNA"*) (Figure 52). Néanmoins,
la totalité de la séquence de I'ICE putatif n’a pas pu étre obtenue lors de ce séquencage. Des
séquencages sont actuellement réalisés afin de combler les séquences manquantes de I'ICE.

La taille totale de I’élément pourra ainsi étre déterminée.

Le séquencage complet de S. uberis 19608 a permis d’obtenir un contig de 17391 pb
qui inclut un module complet de conjugaison et de recombinaison (excisionase et intégrase)
(Figure 52). L'intégrase, comme chez la souche S. agalactiae 515, est située a proximité

immédiate du site de recombinaison attR (Figure 52). Le gene codant l'intégrase de I'ICE
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intégré a 'extrémité 3’ du géne codant I’ARNt Lysine chez S. uberis (ICE_SUB19608_tRNA")
présente 87 % d’identité avec celui d’ICE_515 tRNA" tandis que le géne codant
I'excisionase d’ICE_SUB19608 tRNA™* présente, quant a lui, 89 % d’identité avec celui
d’ICE_515_tRNA"".

Le module de conjugaison est complet et proche de ceux appartenant a la famille

d’'ICE_515_tRNA" de S. agalactiae et pourrait permettre le transfert de I'élément.

Le séquencage de I'extrémité 5’ d’ICE_SUB19608_tRNA™" a révélé la présence d’un
géne codant une protéine de virulence de la famille ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target-

6) (Figure 52).

Les protéines de la famille ESAT-6, petites protéines sécrétées d’environ 95 acides
aminés, ont été caractérisées pour la premiere 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 chez I’'h6te
[181, 236, 295, 386, 428]. Par ailleurs, le gene 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 pathogenése 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]. Lors des premieres phases d’infection chez 'Homme et
chez plusieurs espéces animales (primates, vaches et cochons d’Inde notamment), de
nombreux épitopes, présents sur les protéines de la famille ESAT-6, sont de trés importantes
cibles en vue de I'activation de la réponse immunitaire [44]. D’autre part, il est important de
noter qu’une étude transcriptomique a montré que le gene GBS1074 codant une protéine de
la famille ESAT-6 chez S. agalactiae NEM316 était surexprimé quand la souche croit dans du
fluide amniotique humain [370]. Néanmoins, aucun réle précis des protéines ni aucune
étape spécifique d’intervention des protéines lors de l'infection n’ont pu étre mis en

évidence jusque la [44].
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Figure 52. Schéma de I’élément intégré a 'extrémité 3’ du géne codant un ARNt"* chez S. uberis 19608.

Les génes sont indiqués en dessus des fléches les représentant. Les ORF A a Q font partie du module de conjugaison. Le géne codant I'excisionase (xis) et
I'intégrase (int) constituent le module de recombinaison. La partie du module de conjugaison en orange ainsi que le module de recombinaison ont une taille

de 17391 pb.

183



RESULTATS

Des geénes codant des protéines de la famille ESAT-6 sont également présents sur les
éléments mobilisables intégrés a I'extrémité 3’ du geéne codant 'ARNt™*des souches
séquencées de S. agalactiae d’origine humaine: A909 (IME), NEM316 (CIME), H36B (CIME) et
sur I'élément de la souche CIB111 (Tableau 9). Chez ces souches, les genes sont identiques
entre eux. Le géne codant la protéine de la famille ESAT-6 codé par ICE_SUB19608 tRNA™*

présente 95 % d’identité avec ceux codés par les IME et CIME chez S. agalactiae.

Les souches de S. agalactiae qui posseédent des ICE a ce locus ne possedent pas ce
géne au sein de celui-ci. Néanmoins, des homologues de cette protéine sont présents sur
tous les filots génétiques intégrés au site d’intégration correspondant au gene rps/ des
souches de S. agalactiae dont les séquences sont disponibles [40] (Tableau 9). Tous les génes
intégrés au niveau du locus rpsl/, qui codent ces protéines, présentent 94 % d’identité avec

ceux intégrés a I'extrémité 3’ du géne codant I’ARNt Lysine.

Tableau 9. Génes codant les protéines de la famille ESAT-6 chez des souches
séquencées de S. agalactiae.

Le nom des génes codant des protéines de la famille ESAT-6 chez différentes souches de S. agalactiae

ainsi que leur site d’intégration sont indiqués.

Localisation

Elément génétique mobile
Chromosomique

Locus rps/ Locus tRNAY®

18RS21 SAJ_1078 SAJ_0309

515 SAL 1145 SAL 0265

2603 V/R SAG1039 SAG0230
A909 SAK_1128 et SAK_1129 SAK_0290 SAK_1956
NEM316 GBS1074 GBS0223 GBS1979
H36B SAIl_1115et SAI_1116 SAl_0230 SAl_2308
CJB111 SAM_1055 et SAM_1056 SAM_0231 SAM_1929
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Par ailleurs, des génes homologues sont également présents sur des régions ne
correspondant a aucun élément génétique mobile (Tableau 9). Les souches 18RS21, 515,
2603 V/R et NEM316 posseédent un géene homologue tandis que les souches A909, H36B et
CJB111 possedent deux génes homologues. De maniéere trés intéressante, les deux genes
homologues de chacune des souches A909, H36B et CIB111 sont adjacents et présentent
une identité tres forte ce qui suggere un évenement de duplication de génes. Les genes
homologues codant des protéines de la famille ESAT-6 qui ne sont pas intégrés au sein d’un
flot génomique présentent tous approximativement 85 % d’identité avec ceux intégrés au

locus rpsl.

Les protéines de la famille ESAT-6 sont donc prévalentes chez S. agalactiae et les ICE
de la famille d’ICE_515 tRNA™ ont pu contribuer a leur dissémination, notamment chez

S. uberis.

Les séquencages visant a permettre d’obtenir la séquence complete de
I'ICE_SUB19608 tRNA™* vont &tre poursuivis afin de déterminer la présence éventuelle

d’autres génes codant des fonctions d’intérét (adaptation et/ou virulence).

2. Recherche de réaction synergique type CAMP Il chez des souches de

streptocoques d’origine vétérinaire

La propriété co-hémolytique conférée par ICE_515 tRNA™, plus facilement
détectable que les autres fonctions codées par I'élément, a été utilisée pour la suite de

I'évaluation du transfert inter-espéces des ICE de la famille d’ICE_515 tRNA"Y*

. Ainsi, une
large collection de streptocoques d’origine vétérinaire a été étudiée afin d’examiner la
capacité des souches a 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 réseau national d’épidémiosurveillance de I'antibiorésistance chez les

animaux en France (RESAPATH) mises en collection a I’ANSES de Lyon. La plupart d’entre
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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 %) (Tableau5, page 101). Les souches de
streptocoques CAMP positives ont été collectées a travers 11 départements francais entre
1984 et 2010 (Figure 53). Les souches ont été principalement isolées de bovins d’une région

au Nord Ouest de la France et de I'Est.

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 de I'isolement des streptocoques
CAMP positifs. Les numéros indiquent le nombre de souches CAMP positives prélevées dans le

département.
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3. Détection du gene codant le facteur CAMP Il chez les souches de terrain

Les genes codant les facteurs responsables de la réaction co-hémolytique chez les
souches de terrain ont été recherchés par PCR en utilisant des amorces congues a partir des
séquences du gene SAL_2074 codant le facteur CAMP Il (CAMP factor Il BamH| Fwd et CAMP
factor Il Nsil 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 a partir de ’ADN génomique des souches de S. bovis et
S. dysgalactiae subsp. equisimilis ont été séquencés. L’analyse des séquencages a révélé une
trés forte identité nucléotidique (supérieure a 96 %) entre les genes codant les facteurs

CAMP de ces souches et le géne codant le facteur CAMP Il présent sur ICE_515_tRNA"".

Afin de caractériser les facteurs CAMP produits par les souches de terrain d’origine
vétérinaire de S. uberis et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, des amplifications d’ADN ont
été effectuées en utilisant des amorces congues a partir de la séquence du facteur Uberis
produit par quelques souches de S. uberis déja décrites. Toutes les souches de S. uberis
testées (n=20) ont présenté un signal d’amplification 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 déja décrit (identité nucléotidique supérieure a 97 %).

I est a noter que, dans cette étude, seul le facteur produit par
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae n’a pas pu étre caractérisé. La conception de nouvelles
amorces ou la réalisation d’une banque d’ADN pourrait permettre de caractériser le géne

responsable de la réaction co-hémolytique chez S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.

Des facteurs type CAMP ont déja été décrits chez d’autres 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 a 99 %). Néanmoins, ces travaux suggerent une dissémination plus large que
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considérée jusqu’alors des facteurs CAMP parmi les streptocoques puisque ceci est la
premiere description chez S. bovis et S. dysgalactiae subsp. equisimilis. Par ailleurs, S. bovis
est une espece décrite comme n’ayant pas la capacité de lyser les érythrocytes. L’acquisition
du facteur CAMP par une nouvelle espece comme S. bovis pourrait lui permettre d’acquérir
du fer environnemental par le biais de la réaction co-hémolytique, de mettre en place un

métabolisme respiratoire et de s’adapter a de nouveaux environnements.

4. Fonctionnalité du facteur CAMP |l chez des streptocoques de terrain

Puisque les transferts inter-especes se produisent dans les habitats naturels, de tels
évenements ayant été  détectés chez des souches de S uberis et
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, [161], le facteur CAMP Il pourrait conférer des
propriétés co-hémolytiques a des souches pathogenes ne possédant pas encore de facteur
CAMP si ICE_515_tRNA™* était transféré. Afin de vérifier cette hypothése, des souches de
terrain du réseau RESAPATH ont été examinées pour leur capacité d’acquérir une telle

fonction.

Dans cet objectif, le vecteur pOri23 permettant I'expression du gene SAL 2074
codant le facteur CAMP Il sous le contréle 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
transformants obtenus a été évalué par des tests CAMP. Une zone d’hémolyse synergique
caractéristique similaire a 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 mesure de l'activité co-hémolytique en

microplaques (Figure 54B).
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Figure 54. Expression du facteur CAMP Il chez des streptocoques pathogénes.

A. Tests CAMP a 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-camp®®) (4) et S. agalactiae 515 (contrdle positif) (5).

B. Mesure de I'activité co-hémolytique des souches de S. bovis 1052 wt (cercles pleins avec
pOri23-camp®® et cercles vides sans I'insert) et de S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 593 (cercles
pleins avec pOri23-camp’® et cercles vides sans I'insert). La perte d’intégrité des érythrocytes due &
I'activité du facteur CAMP Il a été évaluée par des mesures spectrophotométriques a une DO de
630 nm toutes les 30 minutes en utilisant un lecteur de microplaques (Biotek). L’expérience a été

réalisée en triplicat en utilisant trois échantillons biologiques indépendants. Des contréles ont été

effectués sans prétraitement a 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 Il peut

étre produit et sécrété par S. bovis et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.
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5. Présence d’éléments intégrés a I'extrémité 3’ du géne codant un ARNt

Lysine chez les souches de terrain CAMP positives

5.1. Recherche de I'intégrase des ICE de la famille d’ICE_515_tRNA"®

Une recherche d’éléments génétiques intégrés a I'extrémité 3’ du géne codant
I’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 génes codant un facteur CAMP et la présence d’éléments génétiques
intégratifs et conjugatifs a ce locus. Par conséquent, la présence de genes codant des
intégrases a été recherchée chez ces souches. Dans cette optique, des amorces ont été
concues a partir des séquences des intégrases portées par ICE_515 tRNAY® et
ICE_SUB19608_tRNA"® et ont été utilisées pour des PCR utilisant comme matrice I’ADN
génomique total extrait des souches de terrain (Tableau 5, page 101). Les amorces congues a
partir d’ICE_515 tRNAY® sont ICE_515 tRNA" integrase Fwd et Rev tandis que celles
concues a partir de la séquence d’ICE_SUB19608 tRNA™ sont listées comme

ICE_SUB19608 tRNA"* integrase Fwd et Rev (Tableau 6, page 107).

Vingt et une souche sur les vingt trois souches examinées possedent une intégrase
similaire a celle d’ICE_SUB19608 tRNA™* (Tableau 10). Les souches positives portant
I'intégrase incluent les souches de S. bovis 7434, S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591 et
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 24084. Seules les amplifications réalisées a partir de
I’ADN génomique des souches 21459 et 22492 de S. uberis n'ont pas présenté de signal

positif d’amplification dans les conditions testées.
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Tableau 10. Résultats des amplifications par polymérase en chaine obtenus en vue de I’évaluation de la dissémination des fonctions

conférées par ICE_515_tRNA"".

Les PCR ont été réalisées dans des conditions standards a partir de '’ADN génomique extrait des souches de streptocoques de terrain. Un signe « + » signifie

la présence du géne chez la souche correspondante et un signe « - » signifie I’'absence de ce géne.

Facteur Protéine Peptide Toxine du Protéine de
Intégrase Intégrase Site attR Facteur CAMP, Uberis, NRAMP, antimicrobien, systéme TA, surface,
ICE_515_tRNA"Y* ICE_SUB19608 tRNA"* ICE_515_tRNA"Y* SAL_2074 U34322.1 SAL_2078 SAN_2147 SAL_2044 SAL_2057

S. uberis 21639 - + + -
21457 -

21459 - - + -

21468 -

21512 -

22492 -

19827 -

19843 -

19908 -

19909 -

1352 -

1825 -

11535 -

12538 -

19623 -

20576 -

20965 -

19168 -

20222 -

16193 -

19608 -

S. bovis 7434 -
S. equisimilis 20591 -

+
+

- - - - + -

+ +
+
1

o+ o+
L |

.
. T T T T T T S S S S S S S S A S
1
1
|
|

B A T S T T S S S R A
+
L}
1
+
1
+

O T T T T T T
1

+
1
1
1
1
1
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5.2. Recherche du site de recombinaison droit (attR) des ICE de la

famille d’ICE_515_tRNA"*

Afin de confirmer la présence d’un géne codant une intégrase a proximité du géne
codant I'ARNt Lysine, des amplifications supplémentaires ont été réalisées. Ainsi, une
amorce a été concue pour s’hybrider sur le géne codant ’ARNt Lysine (tRNA"® AAA Rev)
(Tableau 6, page 107). Le couple d’amorces « ICE_SUB19608 tRNA™* integrase Fwd » et
« tRNAY® AAA Rev » permet d’amplifier la région intergénique putative située entre le géne
codant l'intégrase et le gene codant I'ARNt Lysine. Cette région intergénique doit
comprendre le site de recombinaison droit (attR) de I'élément s’il y a présence d’un élément

génétique mobile (Figure 55).

Des signaux d’amplification positifs de taille attendue par rapport au controle
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. L'analyse des séquences
a permis de déterminer la présence d’'un site attR de séquence trés proche de celui
d’ICE_515_tRNALy5 pour 15 des 17 souches dont S. bovis 7434. Les sites attR de ces souches
présentent ainsi de 78 a 86 % d’identité par rapport au site de recombinaison
d’ICE_515_tRNALy5 (Tableau 11, page 194). Les séquences des régions intergéniques des
souches S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591 et S. uberis 20222 sont celles qui different

le plus de celle de la souche S. agalactiae 515 (Figure 56, page 195).

De maniére notable, les essais d’amplification a partir de 'ADN génomique de la
souche S. uberis 21459 n’ont pas permis d’amplifier le géne codant l'intégrase mais une
amplification du site attR a été obtenue. Ceci pourrait s’expliquer par une divergence de la
séquence du gene codant l'intégrase ne permettant pas ['hybridation de I'amorce

ICE_SUB19608 tRNA"*Rev.
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Figure 55. Emplacement sur ICE_515_tRNA"° 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 possedent un
géne codant l'intégrase mais aucune amplification de la région intergénique entre
I'intégrase et 'ARNt™® n’a pu étre visualisée dans les conditions testées. Les amorces
utilisées dans ces travaux étant trés spécifiques, elles ne permettent donc peut-étre pas

I'amplification de séquences un peu plus divergentes.

Tableau 11. Identité de séquences entre les sites de recombinaison attR des souches de
terrain et celui ’ICE_515_tRNA"".
Le pourcentage d’identité de séquence et le pourcentage de couverture des séquences des
sites attR des souches de terrain et le site attR d’ICE_515_tRNA"® ont été obtenus en alignant

les séquences par BLAST (bl2seq).

Identité de Couverture de la
Souches séquences 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 d’ICE

és du RESAPATH présentant un phénotype CAMP positif.

Lysine chez les souches de streptocoques isol

L’alignement a été réalisé en utilisant le logiciel Vector NTI (InVitrogen).
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6. Corrélation entre la présence du gene codant le facteur CAMP Il et la

présence d’ICE ou d’éléments similaires chez les souches de terrain

La prospection de la collection de souches de différentes espéces de streptocoques
ayant révélé que certaines souches possédaient un facteur CAMP Il mais également des
éléments indiquant qu’elles possédaient un élément intégré a I'extrémité 3’ du géne codant
un ARNt Lysine (géne codant l'intégrase et/ou site attR), nous avons voulu déterminer s'il
existait une corrélation entre la présence du gene codant le facteur CAMP |l et d’éléments
intégrés a ce locus. Pour ceci, les cibles ont été les éléments intégrés chez les souches

S. bovis 7434 et S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591.

Afin d’établir une relation entre le portage d’ICE ou d’éléments similaires et la
présence du géne SAL 2074 (facteur CAMP Il), des PCR permettant d’amplifier des
fragments d’ADN plus larges ont été réalisées. Afin d’obtenir la position des genes SAL_2074
par rapport au géne codant I’ARNt Lysine, des PCR permettant I'amplification de grands
fragments (PCR « long range ») ont été entreprises afin d’amplifier la région génomique
située entre les génes codant I’ARNt Lysine et les facteurs CAMP |l présents chez S. bovis et
S. dysgalactiae subsp. equisimilis (Figure 55, page 193). Malgré de nombreuses tentatives,
cette région n’a pas pu étre amplifiée. Il est a 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 a amplifier

un fragment d’une taille si importante chez les souches de terrain (Figure 55, page 193).

Afin de surmonter cette difficulté, d’autres PCR « long range » ont été réalisées en
utilisant une amorce s’hybridant dans le géne situé a I'extrémité 5’ de I'élément intégré
(HMPREF9319 0116 Fwd pour la souche de S. bovis 7434 ou HMPREF9964 2030 Fwd pour la
souche de S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591) et une amorce s’hybridant au niveau du
géne SAL_2074 (CAMP factor Il Nsil Rev pour les deux souches) (Tableau 6, page 107). Des
amplifiats d’environ 10 kb ont été obtenus pour chacune des deux souches de
streptocoques. Chez la souche S. agalactiae 515, cette région a également une taille

d’environ 10 kb (Figure 55, page 193).
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Dans le but de confirmer la correspondance de I'amplifiat avec la région d’intérét et
oter tout doute d’aspécifité d’amplification, des PCR nichées ont été réalisées en utilisant les
produits d’amplification des PCR « long range » comme matrice. Les amorces utilisées pour
les PCR nichées sont les amorces permettant d’amplifier le gene SAL_2074 (CAMP factor Il
BamHI Fwd et CAMP factor Il Rev) (Tableau 6, Figure 107). Celles-ci ont confirmé la présence
du gene SAL 2074 au sein du produit d’amplification des PCR «long range ». Par
conséquent, ceci signifie que les génes codant les facteurs CAMP Il de S. bovis et
S. dysgalactiae subsp. equisimilis sont localisés sur un élément génétique intégré a

I’extrémité 3’ du gene codant un ARNt Lysine.

Ainsi, les deux tiers des souches produisant un facteur type CAMP Il portent un
élément intégré a I'extrémité 3’ du géne codant un ARNt Lysine. Cette corrélation suggere
qgue la dissémination du gene codant le facteur CAMP Il chez différentes especes de

streptocoques est liée au transfert de I'ICE portant ce gene.

Lys

7. Recherche d’autres fonctions disséminées par ICE 515 tRNA™ chez les

streptocoques

Les génes codant d’autres fonctions que des propriétés co-hémolytiques conférées
par ICE_515_tRNALyS ont été recherchés chez les souches présentant un phénotype CAMP
positif. Cette recherche a été mise en place a l'aide d’amplifications par PCR en utilisant des
amorces spécifiques des génes SAL 2078, SAN_2147, SAL 2044 et SAL 2057 codant
respectivement la protéine de type NRAMP, le peptide antimicrobien, la toxine du systeme
toxine-antitoxine et une des protéines de surface (Tableau 6, page 107). SAL_2057 a été
choisi par rapport a SAL 2056 car elle présente moins de variabilité d’une souche a une

autre de S. agalactiae mais également moins de variabilité entre celle codée par I'ICE
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présent chez la souche 515 de S. agalactiae et celle codée par I'élément de la souche de

S. urinalis 2285-97.

Cette analyse a révélé que la souche S. uberis 21457 possede un gene homologue a
SAL_2044 (toxine du systéme toxine/antitoxine putatif) et que la souche S. bovis 7434
possede des genes dont des régions sont homologues a SAN_2147 (peptide) et SAL_2057

(protéine de surface) (Tableau 10).

Pour conclure, en plus du facteur CAMP I, d’autres genes de I'ICE ont été détectés
chez les streptocoques. Cependant, seules les souches présentant un phénotype CAMP
positif ont été examinées vis-a-vis de la présence dans leur génome de geénes initialement
décrits chez ICE_515_tRNALy5. Par conséquent, les génes codant des fonctions de virulence
et/ou d’adaptation de I'élément pourraient étre bien plus répandus que ces travaux ne

I'indiquent déja.
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I. ICE 515 tRNADLs, vecteur de virulence ?

L’étude des fonctions portées par ICE_515 tRNA™ a permis de mettre en évidence
plusieurs génes qui conférent un phénotype particulier a la souche hote dont un facteur
CAMP et des protéines de surface. Ces fonctions jouent un roéle dans la virulence et
pourraient étre a l'origine de I'émergence de nouvelles bactéries pathogénes suite au

transfert de I'ICE.

1. Réle des protéines de surface codées par ICE 515 tRNAY*

Lys

1.1. Présence de plusieurs génes portés par ICE_515_tRNA™ codant

des protéines de surface

Cette étude a débuté par la mise en évidence de trois genes codant des protéines de
surface chez les ICE appartenant a la famille d’ICE_515 tRNA™, et notamment un géne
codant un antigene I/l putatif. La caractérisation des phénotypes conférés par les protéines
de surface codées par I'ICE est donc apparue comme essentielle pour évaluer I'impact de
leur dissémination sur la virulence des streptocoques. Les résultats obtenus a l'issue de ces
travaux ont montré qu’ICE_515 tRNA™ a une influence sur I'architecture des biofilms
formés et confere des propriétés d’adhésion au fibrinogéne d’origine humain. Ces propriétés
sont conférées en partie par la protéine SAL 2056 codée par I'ICE. D’autre part, SAL 2056

est une protéine qui lie la fibronectine d’origine humaine.

L'étude fonctionnelle et structurale des protéines de surface produites par les
streptocoques est essentielle dans la compréhension de leur mécanisme de virulence. De
plus, I'obtention d’informations supplémentaires sur la structure moléculaire des adhésines
pourrait permettre la recherche de nouveaux modeéles vaccinaux, d’anticorps recombinants
et d’antagonistes a I'adhésion afin de prévenir les infections liées aux streptocoques. En
particulier, pour lutter contre S. mutans, les stratégies de recherche de vaccins les plus
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prometteuses passent par |'utilisation de peptides dérivés de protéines liant le glucane

(GbpB pour Glucan-binding protein B) et des antigénes de type /Il [35].

1.2. Répartition des génes d’ICE_515_tRNA"° codant des protéines de

surface chez les autres souches de S. agalactiae

Contrairement aux protéines de la famille Alp, aux protéines Srr, FbsA, FbsB et HgvA,
la présence des génes d’ICE_515 tRNA™ codant les protéines de surface n’est pas
dépendante du sérotype capsulaire ni du type MLST des souches de S. agalactiae [242, 336,
358, 396]. En effet, les génes SAL 2056 et SAL 2036 sont présents a la fois chez des souches
appartenant au sérotype capsulaire la, Il, lll et V et aux complexes clonaux ST17, ST19, ST23,
ST67 ou ST110 (respectivement les souches COH1, 18RS21, 515, FSL S3-026 et 2603 V/R). Le
géne SAL_2057 est quant a lui retrouvé chez les souches 515 et COH1 appartenant
également a des sérotypes capsulaires et des complexes clonaux différents de S. agalactiae.

Les sérotypes capsulaires et les complexes clonaux ne paraissent donc pas influencer

L N
¥ et les génes

la répartition des genes codant les protéines de surface d’ICE_515 tRNA
SAL 2036 et SAL_2056 sont présents sur I'ensemble des ICE des souches séquencées de

S. agalactiae.

1.3. Réle d’ICE_515_tRNA"" et SAL_2056 dans I'agrégation cellulaire ?

I a été montré que les protéines de surface jouent un réle privilégié dans la
formation des biofilms [286]. Par ailleurs, ce type d’agrégation cellulaire est un élément
majeur permettant d’augmenter le taux des échanges de matériel génétique [6, 308]. Une
souche possédant I'ICE a donc été étudiée et I'analyse du phénotype biofilm par une
technique de révélation au cristal violet a révélé que la présence d’ICE_515 tRNAY* était
corrélée a une augmentation de la biomasse contenue dans les biofilms formés par la

souche hote. Cette technique a également révélé que, de maniéere similaire a d’autres
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antigénes I/l chez d’autres espéces de streptocoques, cette propriété serait en partie
conférée par le géne SAL_2056 codant I'antigene I/1l. Néanmoins, I'analyse par microscopie
confocale des biofilms n’a pas permis de mettre en évidence de différences entre les
volumes des biofilms formés par les souches possédant ou non I'ICE. Par ailleurs, aucune
différence de taille des cellules n’a été observée entre les deux souches puisque le nombre
d’unités formant des colonies est identique a densité optique équivalente entre la souche

possédant I'ICE de celle ne le possédant pas.

La technique de révélation au cristal violet des cellules composant le biofilm a déja
été décriée par certains auteurs qui considérent cette techniqgue comme semi-quantitative
puisque des dépdts de cellules planctoniques agrégées peuvent étre pris en compte dans les
résultats obtenus [375]. Néanmoins, ces auteurs considerent que I'étude par microscopie
confocale a balayage révele plus I'architecture des biofilms qu’elle ne permet de quantifier la
biomasse [375]. La réalisation des deux techniques en paralléle parait alors nécessaire pour
une évaluation fine de la formation des biofilms par les souches étudiées [375]. Dans notre
cas, ICE_515_tRNALy5 pourrait produire des protéines permettant |'agrégation cellulaire
(SAL_2036, SAL_2056 et SAL 2057), ce qui conduirait a une augmentation du dépot de
cellules planctoniques par force gravitationnelle et permettrait d’expliquer I'absence de

concordance entre les résultats obtenus avec les deux techniques.

1.4. ICE_515_tRNA" et I'adhésion & des composants de la matrice

extracellulaire

De nombreuses études ont montré que l'adhésion aux cellules épithéliales est
souvent reliée a la capacité des souches a adhérer a des composants de la matrice
extracellulaire [242, 286]. Les protéines majeures de la matrice extracellulaire étant le
collageéne, le fibrinogeéne et la fibronectine, I'adhésion a ces composants de la souche chez
laquelle ICE_515 tRNA" a été transféré a été examinée. Les résultats montrent que, comme
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d’autres souches de S. agalactiae déja décrites, la souche étudiée adheére peu voire pas du
tout collagene (données non montrées) [104]. Par ailleurs, des études antérieures ont déja
dévoilé la capacité de S. agalactiae a adhérer au fibrinogene et a la fibronectine. Plusieures
protéines de surface de S. agalactiae qui lient ces protéines ont été décrites. Les souches
515 et NEM316 de S. agalactiae possédent les protéines FbsA, FbsB, GADPH, CspA et la
peptidase C5a, lesquelles sont capables d’interagir avec le fibrinogéne et/ou avec la
fibronectine [96, 114, 298, 310, 355]. Les travaux réalisés au cours de cette thése dévoilent
une nouvelle protéine produite par certaines souches de S. agalactiae ayant des propriétés
identiques. En effet, SAL_2056, qui appartiendrait a la famille des antigénes I/1l, confére un
pouvoir d’adhésion au fibrinogéne et la fibronectine. La contribution de SAL 2056 dans
I'adhésion a la fibronectine est majeure tandis que sa contribution a I'adhésion au
fibrinogéne est mineure. En effet, les résultats ont montré qu’elle ne participe que
partiellement au phénotype d’adhésion au fibrinogéne conféré par I'lCE complet. L’étude se
poursuivra par la caractérisation du (ou des) autre(s) élément(s) permettant de rendre
compte de l'intégralité du phénotype d’adhésion au fibrinogene observé quand une souche

posséde ICE_515 tRNA™.

L’absence de différence significative dans I’'adhésion a la fibronectine de S. agalactiae
par I'intermédiaire d’ICE_515_tRNA"* pourrait &tre liée a la quantité des autres protéines de
surface produites par S. agalactiae. La fonction de l'une des protéines de surface pourrait
étre ainsi substituée par une autre ayant un role similaire. Pour cette raison, |'utilisation
d’especes bactériennes hotes comme moyen d’expression des protéines d’intérét parait
indispensable pour une meilleure compréhension de I'ensemble des mécanismes de
virulence des bactéries, dont S. agalactiae. Ces travaux confirment une nouvelle fois que
L. lactis est un modeéle idéal d’étude pour les protéines sécrétées ou exposées a la surface
des bactéries a coloration Gram positive. En effet, cette espéce possede la machinerie qui
permet la sécrétion et I'ancrage des protéines extracellulaires au sein de la paroi tout en

produisant elle-méme trés peu de ce type de protéines [277, 312, 368].
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Une nouvelle protéine de surface adhésive codée par ICE_515 tRNA™* a été décrite
lors de ces travaux. Elle posséde différentes propriétés adhésives qui pourraient impliquer
les domaines fonctionnels identifiés lors de lI'analyse in silico (page 143). Il serait trés
intéressant de produire des protéines recombinantes dépourvues de ces domaines afin de
déterminer les régions protéiques impliquées dans I'adhésion. Notamment, les deux
répétitions directes de 24 acides aminés et la répétition imparfaite de 12 acides aminés
pourraient avoir un réle important dans les propriétés d’adhésion conférées par la protéine.
Par conséquent, il paralt important de réaliser une construction permettant I’expression
d’'une protéine recombinante de SAL 2056 dépourvue de ces répétitions chez
Lactococcus lactis et d’analyser le phénotype de cette souche dans les mémes conditions

qgue les expériences menées durant ces travaux en comparaison de la souche produisant la

protéine SAL_2056 dans son intégralité.

Par ailleurs, ces travaux complétent les connaissances sur les antigénes I/Il.
SAL 2056, contrairement a la majorité des protéines de cette famille, ne confére pas de
pouvoir adhésif aux protéines salivaires. Les antigénes I/Il ont été initialement décrits dans la
littérature chez des streptocoques oraux. La particularité de SAL_2056 pourrait étre en
partie due au fait que I'adhésion a ce type de protéine n’est pas essentielle a la survie de
S. agalactiae et que la protéine de surface a évolué en fonction des besoins adaptatifs de la

bactérie.

D’une part, la protéine homologue a SAL_2056 codée par I'ICE de S. urinalis ne
présente que 63 % d’identité protéique avec cette derniere alors que les autres genes des
ICE codent des protéines presque identiques. Le transfert entre la souche de S. urinalis et
S. agalactiae parait récent au vu des identités de séquences observées pour les autres génes
présents chez ces ICE. Néanmoins, les génes codant les antigénes I/Il de ces espeéces
paraissent avoir divergé trés rapidement en comparaison des autres fonctions. Ceci suggere

que les protéines de surface codées par les ICE de la famille d’ICE_515 tRNA"*

sont plus
soumises a la divergence due a leur environnement en fonction des espéces pathogenes et

de leurs hotes privilégiés que les autres fonctions codées par I'ICE.
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Les ICE de la famille d’ICE_515 tRNA"® sont présents chez des streptocoques issus
d’hotes divers. La protéine FbsB issue d’un isolat humain de S. agalactiae est capable
d’adhérer aussi bien a du fibrinogene humain qu’a du fibrinogéne isolé de bovin [96]. FbsB et
ces deux types de fibrinogene interagissent par I'intermédiaire de deux régions différentes
de la protéine bactérienne [96]. Il serait alors trés intéressant d’étudier la capacité
d’adhésion des protéines de surface codées par I'ICE a des protéines de la matrice
extracellulaire isolées d’autres mammiferes comme les chevaux ou les bovins. La
dissémination de propriétés conférant I’habilité a réussir cette premiére étape de la
colonisation chez différents hotes pourrait engendrer des problémes sanitaires au niveau
humain et vétérinaire. Une étude plus approfondie des mécanismes par lequel

ICE_515_tRNA™° confére des propriétés d’adhésion est donc nécessaire.

1.5. Réle des autres protéines de surface codées par ICE_515_tRNA"":

implication dans I'adhésion et le transfert conjugatif?

Les résultats des expériences réalisées suggerent que SAL 2056 n’est pas la seule
protéine codée par ICE_515 tRNAY pouvant conférer des propriétés d’adhésion a
S. agalactiae. En effet, la production de SAL_2056 seule n’est pas suffisante pour observer le

méme phénotype que lorsqu’ICE_515 tRNAY*

est complet. Deux autres genes (SAL_2057 et
SAL 2036) codant des protéines a motif LPXTG sont également présents sur I'ICE et

pourraient participer aux phénotypes observés.

Le géne SAL 2057 est adjacent au gene SAL 2056. L’analyse des promoteurs a
suggéré que ces deux génes sont co-transcrits. Cette hypothese reste a étre confirmée. De
plus, la protéine SAL 2057 possede un domaine peptidase C39A putatif qui pourrait étre
impliqué dans la maturation d’une bactériocine ou d’une phéromone et/ou dans le

mécanisme d’exclusion de surface lors de la conjugaison entre deux bactéries [111].
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L’exclusion de surface permet de mettre fin au processus de conjugaison, trés colteux en

énergie, si la bactérie receveuse possede déja I'élément génétique mobile.

L’analyse in silico a révélé I'association de génes homologues a SAL_2036, SAL_2056
et SAL 2057 sur d’autres éléments génétiques mobiles. En effet, les génes spy1325 et
spy1326 portés par I'ICE RD2 de S. pyogenes sont également adjacents et un homologue du
géne SAL 2036 est également présent sur cet ICE. De plus, des homologues des génes
SAL_2056 et SAL_2057 sont situés sur les ICE TnGBS1 et TnGBS2 et les génes ne sont séparés
qgue par un gene dont la fonction est inconnue mais qui présente une homologie avec le

géne SAL_2036 d’ICE_515_tRNA™* (identité d’environ 30 %).

L'ensemble de ces données suggere que les protéines SAL 2036, SAL 2056 et
SAL_2057 pourraient jouer un réle conjoint dans le transfert conjugatif. La construction d’un
vecteur permettant I'expression des deux protéines SAL 2056 et SAL_2057 simultanément a
été entreprise. Cette construction permettra d’analyser l'interaction entre ces deux
protéines. La réalisation d’une troisieme construction en vue de |'expression de SAL 2036
pourrait étre intéressante pour une meilleure compréhension de I'interaction probable des
trois protéines de surface et de leur éventuelle implication dans le transfert conjugatif de

I"ICE.

2. ICE_515 tRNA" et compétitivité de S. agalactiae

L’analyse in silico avait suggéré la présence de plusieurs genes pouvant avoir un role
dans la compétitivité de S. agalactiae, notamment dans la réponse a un stress oxydant et

dans la production d’une bactériocine.

2.1. Survie face a un stress oxydant

La recherche in vitro d’une résistance a un stress oxydant généré par du peroxyde

d’hydrogéne chez une souche de S. agalactiae ayant acquis I'ICE, n’a pas permis de mettre
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en évidence de phénotype particulier. Dans les conditions testées, aucun élément ne permet
donc de conclure sur le lien entre les génes SAL_2059 et SAL_2078 et la résistance au stress
oxydant qui aurait pu contribuer a la survie de S. agalactiae au sein des macrophages.
D’autres systemes pourraient permettre a S. agalactiae d’acquérir les métaux divalents
nécessaires a l'activité de la superoxyde dismutase et a la réparation de I’ADN suite a
I’exposition a des radicaux libres. En effet, une recherche informatique révele que la souche
NEM316 de S. agalactiae produit déja une protéine NRAMP (NP_735216) et également deux
thiorédoxines putatives (NP_736339 et NP_734839). De plus, la souche 515 possede
également deux genes codant des transporteurs de métaux divalents putatifs appartenant a
la famille des protéines NRAMP (respectivement ZP_00791124 et ZP_00789259). Le réle de

ces protéines n’a pas encore été confirmé expérimentalement.

Chez S. agalactiae, aucun effet additionnel de la protéine NRAMP et de la
glutarédoxine codées par I'ICE n’est mesurable dans les conditions testées. D’autres
substances, comme le paraquat, permettent de générer un stress oxydant et il serait
intéressant d’étudier des conditions supplémentaires de survie face a un stress oxydant afin
de confirmer les résultats. Par ailleurs, une étude de I'impact de I"acquisition de I'ICE par la
souche S. agalactiae NEM316 dépourvue des génes chromosomiques codant les deux
transporteurs de métaux divalents et la thioredoxine pourrait étre intéressante. Ceci
pourrait permettre une caractérisation plus fine de la fonction des deux protéines codées
par I'lICE. Linfluence de la protéine pourrait également étre étudiée par le biais de la
production chez un hote hétérologue non pathogéne comme L. lactis. Si une différence de
survie est notée entre une souche produisant la protéine SAL 2078 de type NRAMP et une
souche en étant dépourvue, une approche in vivo permettant d’étudier la survie des souches

dans des macrophages sera intéressante a tester.

2.2. Compétition inter-espéces

La souche COH1 de S. agalactice a été utilisée afin de tester [I'activité
antimicrobienne d’un peptide codé par I'ICE. En effet, la souche 515 est dépourvue des deux

génes codant des protéines qui pourraient étre impliquées dans la maturation du
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peptide (protéase et enzyme de modification). Préalablement, 'analyse des transcrits des
génes a suggéré une augmentation de I'expression du peptide en phase stationnaire de
croissance. Une corrélation avec la densité cellulaire pourrait notamment étre envisagée. De
maniere générale, lorsque la densité cellulaire augmente, il est fréquent d’observer une
augmentation de la production d’antibiotiques dans un but de compétition entre especes et
une augmentation de la quantité de molécules signal permettant une synchronisation de
I’expression des génes au sein d’une population bactérienne. Il est a noter que les voies de
régulation des bactériocines et des molécules impliquées dans le quorum sensing sont
similaires et que les protéines possédent de nombreuses caractéristiques communes [4, 86,
282].

Des zones d’inhibition de croissance ont été recherchées par différentes méthodes
en utilisant des souches indicatrices. Néanmoins, les expériences réalisées n’ont pas pu
permettre de mettre en évidence d’activité antimicrobienne du peptide SAN_2147 codé par
I'ICE. La these de la production d’une molécule signal est donc privilégiée. Une des
hypothéses serait que cette molécule pourrait intervenir dans la régulation du transfert de
I'ICE de maniére similaire au peptide signal Phrl codé par ICEBs1 chez B. subtilis. La
régulation de I’excision et du transfert d’ICEBs1 est en partie sous le contréle de Phrl
permettant une dissémination productive de I'ICE [5]. Le peptide Phrl inhibe la protéine Rapl
qui est un activateur de l'excision et du transfert d’ICEBs1. Plus la densité de cellules
possédant ICEBs1 est élevée, plus Phrl s’accumule dans I’environnement. Phrl est alors
internalisé a I'aide d’un transporteur spécifique et le peptide agit comme une molécule
signal intracellulaire. Par conséquent, I'excision et le transfert d’ICEBs1 sont inhibés lorsque
la majorité des cellules environnantes possedent déja I'ICE [5]. L’hypothése d’une
implication du peptide SAN_2147 dans la régulation du transfert conjugatif pourrait
coincider avec le fait que des homologues du géne SAN_ 2147 sont présents sur les autres
ICE intégrés a I'extrémité 3’ du géne codant I’ARNt Lysine (souches 515, 18RS21 et 2603 V/R)
mais que le gene est absent chez les éléments ne possédant pas les modules complets
permettant la recombinaison, la régulation ou la conjugaison de I'élément (souches A909,

NEM316, H36B et CJB111).
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2.3. Survie en biofilm

Les observations par microscopie confocale ont montré que I'architecture du biofilm
formé par la souche S. agalactiae NEM316 était modifiée quand celle-ci avait acquis
ICE_515 tRNA™". En effet, chez la souche ne possédant pas ICE_515 tRNA™, les cellules
ayant perdu leur intégrité sont présentes en amas, amas non observés pour les cellules
possédant I'ICE. Une des hypotheses des différences observées est que des fonctions codées
par I'ICE, dont le systéme toxine-antitoxine, pourraient permettre de mettre en place un
mécanisme de survie des cellules au sein du biofilm. L'augmentation de la quantité d’ADN
extracellulaire corrélée avec une perte d’intégrité des cellules pourrait constituer un
mécanisme de survie quand les conditions nutritionnelles deviennent restrictives en

stimulant I'acquisition d’ADN exogéne pouvant conférer des avantages adaptatifs.

Les systémes toxine antitoxine (TA) ont initialement été décrits comme permettant le
maintien de plasmides dans les populations bactériennes. Néanmoins, ces systéemes ont été
trouvés en abondance dans les chromosomes de nombreuses espéces bactériennes. Leur
impact sur le pouvoir adaptatif bactérien reste ambigu puisqu’aucun role spécifique n’a été
mis en évidence pour certains systemes [250, 411, 419]. Néanmoins, les stress
environnementaux, tels la privation en source de carbone et en acides aminés ou la
phagocytose par les macrophages, ont été montrés comme stimulant I'expression de
certains de ces systemes chez différentes espéces [73, 323]. Chez E. coli, I'implication de
plusieurs de ces systemes dans la compétitivité lors d’une infection a été démontrée. Entre
autre, un mutant ne produisant plus le systéme YoeB/YefM, similaire au systéme
SAL_2044/SAL_2045 d’ICE_515_tRNA“’5, est affecté dans la colonisation de vessie de souris
[288]. De maniere intéressante, certains systemes TA chromosomiques d’E. coli sont
impliqués dans la survie en cas de stress tels la présence d’antibiotiques, la privation en
acides aminés et la présence dans un environnement oxydant [288]. Chez cette espéce, le
systeme MqsR/MgsA est impliqué dans la formation de biofilms [425]. Cette implication
passe par la régulation du gene yigK. La délétion de ce géne entraine une augmentation de la
formation de biofilm par la souche jusqu’a 8 heures d’incubation mais une diminution du

biofilm est constatée au-dela de cette durée. Des constats identiques ont été observés vis-a-
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vis de I'implication de six autres systemes TA d’E. coli, dont un est porté par un prophage,
dans la formation de biofilm [425].

Chez P. aeruginosa, un systeme TA est également impliqué dans la sélection de
cellules persistantes qui sont résistantes aux antibiotiques [235]. Les cellules bactériennes
persistantes représentent une faible part de la population bactérienne qui est viable apres
un traitement sans qu’aucune mutation génétique ne soit liée a cette résistance. Plusieurs
systémes TA ont été décrits comme impliqués dans la persistance des cellules bactériennes
[425]. l'induction d’un stade de dormance par les systémes TA est ainsi liée a la persistance
de certaines cellules de la population [425]. Certaines toxines représentent des régulateurs
globaux de la transciption par leur activité sur les ARNm. La Toxine MqsR affecte la
physiologie des cellules en dégradant les ARNm ce qui induit le stade de dormance.
L'antitoxine associée affecte également la physiologie bactérienne en régulant d’autres
systemes cellulaires, dont d’autres systémes TA [425].

Il est a noter qu’aucun réle direct du systeme SAL_2044/SAL_2045 n’a pu étre mis en
évidence dans le maintien de I'ICE. Il serait intéressant de creuser la piste selon laquelle ce
systéme pourrait étre lié a la mise en place d’un mécanisme de survie des cellules en biofilm

ou face a un stress environnemental, tel un stress oxydant.

3. Le facteur CAMP Il : un nouveau facteur co-hémolytique

3.1. Le facteur CAMP i, un facteur de virulence ?

Ces travaux ont permis la découverte d’un nouveau facteur CAMP (facteur CAMP II)
venant s’ajouter au facteur CAMP ubiquiste de S. agalactiae. Les analyses ont montré que le
facteur CAMP |l est exprimé et sécrété dans le milieu extracellulaire de maniére similaire au
facteur CAMP | chromosomique. La B-hémolysine/cytolysine, également ubiquiste des
souches de S. agalactiae, reste, elle, ancrée dans la paroi cellulaire. Certaines souches de
S. agalactiae peuvent posséder ainsi jusqu’a trois protéines hémolytiques ou co-

hémolytiques (la B-hémolysine/cytolysine et un ou deux facteurs CAMP). Dans certaines
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conditions, le facteur CAMP chromosomique et la B-hémolysine/cytolysine sont exprimés
simultanément [272]. Dans d’autres conditions, I'expression d’'un gene est stimulée tandis
qgue I'expression de l'autre est inhibée [321]. Par ailleurs, le facteur CAMP chromosomique
est produit durant l'invasion de I'h6te [47, 197]. Ainsi, une régulation différentielle des
facteurs hémolytiques en fonction des besoins de S. agalactice au sein de son
microenvironnement naturel pourrait lui permettre une meilleure survie et/ou colonisation

de I'hote.

La production du facteur CAMP |l chez des souches non pathogénes ou des souches
ne possédant pas initialement de facteur CAMP a confirmé |‘action du facteur CAMP Il sur la
paroi d’érythrocytes de mouton en synergie avec la sphingomyélinase staphylococcale.
Néanmoins, la production d’un facteur CAMP Il additionnel chez une souche de S. agalactiae
possédant déja le premier facteur CAMP n’engendre pas une réaction synergique co-
hémolytique plus importante. Les résultats de spectrométrie de masse éliminent I’hypothése
de I'absence de sécrétion ou de la faible production du facteur CAMP Il par les souches de
S. agalactiae. La production d’un seul des facteurs CAMP pourrait avoir une activité

suffisante pour lyser tres rapidement la totalité des érythrocytes.

La classification du facteur CAMP en tant que facteur de virulence, malgré le fait que
celui-ci est ubiquiste et parait donc tres important chez les souches de S. agalactiae, est
encore aujourd’hui controversée dans la littérature [170, 197, 372]. Hensler et al. ont mis en
doute la classification du facteur CAMP en tant que facteur de virulence sur la base de
résultats obtenus en utilisant un mutant du géne c¢fb de la souche COH1 de S. agalactiae
[170]. Les travaux de these apportent un éclairage nouveau sur ces résultats en mettant en
évidence la présence du gene codant le facteur CAMP Il sur I'ICE de la souche COHL1. Il ne
peut donc pas étre exclu que ce second facteur CAMP confére une activité hémolytique en
cas de perte du facteur CAMP chromosomique et contribue a la virulence d’espéces qui en
sont dépourvues. Afin de conclure sur la clasification du facteur CAMP en tant que facteur
de virulence, de nouveaux tests devront étre réalisés en interrompant également le géne

codant le facteur CAMP Il de la souche COH1 de S. agalactiae.
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Le facteur CAMP, en tant que co-hémolysine, peut contribuer a la lyse des
érythrocytes et entrainer un rejet d’héme dans I’'environnement bactérien. L’heme est 'un
des co-facteurs, avec la ménaquinone, qui est nécessaire a la respiration chez S. agalactiae
[441]. Il a été montré que le passage de S. agalactiae en métabolisme aérobie permettait
d’accroitre la biomasse et favorisait la dissémination et la virulence des souches [440-442].
L’hypothése de I'impact d’'un deuxieme facteur CAMP sur la disponibilité en héme et donc
sur la croissance de S. agalactiae a été explorée mais aucune modification de la densité
optique ou de la quantité de biomasse formée par S. agalactiae en 24 h de culture n’a pu
étre mise en évidence en utilisant différentes conditions de culture (condition statique,
condition aérobie avec ajout de ménaquinone ou d’héme et condition aérobie avec les deux
co-facteurs). Néanmoins, le pH est resté similaire dans toutes les conditions mises en place
ce qui suggére que S. agalactiae n’a pas mis en place de respiration dans les conditions
expérimentales utilisées. Par ailleurs, lorsque S. agalactiae développe la respiration, sa
croissance est plus importante dans du sang humain [441]. Il serait donc intéressant de
tester cette hypothése et de comparer la croissance de S. agalactiae dans du sang humain
avec celle dans du sang de mouton dont la paroi des érythrocytes est plus riche en
sphingomyéline donc plus sensible aux facteurs CAMP. D’autres expériences sont donc

nécessaires pour infirmer ou confirmer cette hypothése.

Par ailleurs, cette hypothése pourra étre testée chez la souche de L. lactis exprimant
de facon hétérologue le facteur CAMP Il puisque cette espéce possede la voie métabolique
permettant la biosynthése de la ménaquinone mais pas celle permettant la biosynthese de
I’'héme. Par conséquent, I'acquisition d’héme extracellulaire par L. lactis est nécessaire a la
mise en place du métabolisme respiratoire [142].

L'analyse des voies métaboliques (en utilisant la base de données du logiciel KEGG 2
PATHWAY accessible a I'adresse : www.genome.jp) des souches de streptocoques dont le
génome a été séquencé a montré que S. uberis, S.dysgalactiae subsp. equisimilis et
S. parauberis possédent le géne codant la cytochrome bd oxydase et pourraient étre
capables de réaliser la respiration de la méme maniére que S. agalactiae. D’autre part, les
voies métaboliques permettant la biosynthése de la ménaquinone et de I'heme sont
incompléetes chez ces especes (KEGG2 PATHWAY et BLASTP) [300]. Les expériences

pourraient donc également étre réalisées chez ces especes.
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3.2. Lien entre lisolement et la dissémination de génes codant les

facteurs CAMP

Il a été montré précédemment que le facteur CAMP chromosomique est présent chez
guasiment toutes les souches de S. agalactiae étudiées [120, 138, 205, 309, 324]. Ces
travaux ont montré que le facteur CAMP Il est retrouvé chez des souches de S. agalactiae
mais également chez deux autres espéces, S. bovis et S. dysgalactiae subsp. equisimilis,
jusgu’alors jamais décrites comme possédant un tel type de facteur co-hémolytique. La
souche de S. dysgalactiae subsp. equisimilis est B-hémolytique tandis que la souche de
S. bovis n’est pas hémolytique. De maniére notable, S. bovis est décrite comme étant une
espéce non hémolytique et aucun facteur hémolytique ou co-hémolytique n’avait encore été
décrit chez cette espéce a notre connaissance. Par ailleurs, un gene codant un facteur
CAMP Il a également été retrouvé dans le génome d’une souche de S. urinalis par une
analyse in silico. Chez des espéces ne possédant pas de facteur CAMP, |'acquisition par
transfert horizontal du facteur CAMP Il pourrait leur permettre d’accéder a de nouvelles
sources de fer qui est un des composants clé du métabolisme bactérien et contribue a la
virulence de certaines espéces [356]. L'augmentation exponentielle des données de
séquences génomiqgues pourrait permettre la détection de nouvelles especes susceptibles de

posséder le facteur CAMP Il porté par ICE_515_tRNA"".

Ces travaux ont également mis en évidence une répartition espece-dépendante des
facteurs co-hémolytiques puisque toutes les souches de S. uberis ne possédent que le
facteur Uberis déja décrit dans la littérature mais ne possédent ni le facteur CAMP
chromosomique ni le facteur CAMP Il de S. agalactiae. Les espéces, ayant acquis récemment
un ICE apparenté 3 ICE_515 tRNA" par transfert horizontal, possédent le facteur CAMP II

codé par I'élément génétique mobile.

Les souches possédant un facteur type CAMP (facteur Uberis ou facteur CAMP 1l) ont
été retrouvées essentiellement au sein de deux régions francaises. Le point le plus chaud
paraissant étre le Nord Ouest de la France composé des départements de la Seine Maritime,
de I'Orne, des Cotes d’Armor, du Finistere et de la Manche. C'est dans cette région, et plus

précisément dans I'Orne, ou la souche S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591 a été isolée.
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La souche de S. bovis a, elle, était isolée du département de Tarn et Garonne. Ainsi, les
isolats produisant un facteur CAMP paraissent se concentrer prioritairement dans certaines
zones. Les éléments a notre disposition ne nous permettent malheureusement pas de tirer

de conclusions épidémiologiques mais il pourrait étre intéressant d’approfondir cet aspect.

La souche S. dysgalactiae subsp. equisimilis 20591, chez laquelle a été détecté le
facteur CAMP I, a été isolée d’une infection du liquide synovial chez un cheval en 2007. La
souche de S. bovis 7434, qui possede également le facteur CAMP I, a été isolée d’un cas de
mammite en 1993. La souche de S. urinalis 2285-97 a été isolée d’une infection urinaire chez
un patient de 55 ans [79]. La souche 515 de S. agalactiae isolée en 1977 provient du fluide
cérébrospinal d’un nouveau-né tandis que la souche COH1 a été isolée d’un cas de
septicémie et la souche FSL S$3-026, d’'un cas de mammite en 1987. Ces trois dernieres
souches sont celles qui possedent également le facteur CAMP Il sur les ICE intégrés a

I'extrémité 3’ du géne codant I'ARNt"

. La premiére chose remarquable est la longue
période d’isolement des souches chez lesquelles on retrouve le facteur CAMP I, ce qui
signifie que le facteur CAMP Il a été conservé au sein de la population de streptocoques. Par
ailleurs, les hotes eucaryotes chez lesquels on retrouve des isolats portant le gene codant le
facteur CAMP Il sont divers. Tout de méme, il est a noter que toutes les espéces possedent
un réservoir commun puisque toutes peuvent étre pathogénes chez le bovin et provoquer
des mammites. Toutes, sauf S. uberis, sont également des pathogenes d’autres mammiféres

dont I'Homme. Ces éléments révelent des transferts horizontaux entre différentes espéces

bactériennes isolées de différents environnements.

Sur les six souches portant le facteur CAMP Il, quatre sont issues d’hétes dont la
membrane des érythrocytes possede une teneur faible en sphingomyéline (homme, 27 % et
cheval, 10 %) qui sont donc insensibles a I'action de la sphingomyélinase des especes
bactériennes productrices (dont S. aureus). Ces hotes sont ainsi théoriguement insensibles
au facteur CAMP Il et la question de I'importance de la production d’un facteur type CAMP,
par des souches en produisant déja un ou par des souches dont I'hote privilégié est

insensible, reste a élucider.
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Les facteurs CAMP sont actifs sur les membranes des érythrocytes lorsque celles-ci
ont été affaiblies sous I'action d’une sphingomyélinase. Par conséquent, il serait trés
intéressant de rechercherla présence simultanée lors d’une infection et/ou le portage
commensal d’especes bactériennes (S. aureus, B. cereus, Listeriasp., M. tuberculosis,
C. perfringens etc.) produisant cette enzyme par les hotes colonisés également par des

streptocoques CAMP positifs.

Par ailleurs, les cellules eucaryotes, notamment les macrophages, produisent de la
sphingomyélinase qui hydrolyse également la sphingomyéline en céramide, pouvant ainsi
rendre sensibles les érythrocytes a I'activité des facteurs CAMP [410]. La sphingomyélinase
est présente dans la plupart des tissus humains. Chez les hotes eucaryotes, certaines
fonctions sont régulées par une communication intracellulaire impliquant tout une voie de
signalisation a laquelle appartient la sphingomyélinase [410]. Celle-ci joue notamment un
role dans le développement tissulaire, I'apoptose, dans la résistance aux stress des cellules
eucaryotes mais également dans la phagocytose et I'élimination des cellules bactériennes
[410]. Les cellules bactériennes possédant un facteur CAMP pourraient utiliser cette
propriété afin d’exercer leur effet cytotoxique. Propionibacterium acnes est capable
d’induire la production de sphingomyélinase par des kératinocytes et des macrophages ce
qui pourrait permettre au facteur CAMP de P. acnes d’étre actif [280]. Il serait intéressant de

réaliser une telle étude chez S. agalactiae.

3.3. Le facteur CAMP comme moyen d’identification de S. agalactiae ?

De nombreux génes présentant une forte identité nucléotidique avec le géne cfb sont
présents parmi les streptocoques et d’autres espéeces bactériennes. Les résultats des travaux
de thése ont confirmé que le facteur CAMP n’est pas une caractéristique unique de
S. agalactiae. Originellement, le test CAMP était considéré comme hautement spécifique de
S. agalactiae. Pendant longtemps décrit comme un test fiable pour l'identification des cette

espece, le test CAMP sur gélose au sang comme moyen d’identification de S. agalactiae
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apparait de moins en moins fiable au vu de la découverte d’autres facteurs hémolytiques

synergiques produits par d’autres especes bactériennes.

Par ailleurs, les résultats de ces travaux montrent la proximité des séquences entre
les genes codant les différents facteurs CAMP. Cet élément renforce I'idée que la détection
de routine de S. agalactiae par la mise en place d’un test CAMP sur géloses au sang ou par
des méthodes d’amplification par polymérase en chaine devrait toujours étre confirmée par

d’autres méthodes génotypiques ou phénotypiques.
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II. ICE 515 tRNALs, élément clé dans la dissémination de

fonctions chez les streptocoques

1. Importance des échanges de matériel génétique entre streptocoques :

ICE 515 tRNAY, un partenaire important.

1.1. Ubiquité d’ICE_515_tRNA"Y* chez S.agalactiae et dynamisme

génomique

Des expériences in vitro ont montré la capacité d’excision et de transfert
d’ICE_515_tRNALy5 vers d’autres souches de S. agalactiae dont la souche NEM316. Le re-
transfert de I'ICE de la souche NEM316 I'ayant acquis vers une autre souche receveuse de
S. agalactiae a également été démontré (A. Puymege, S. Bertin, S. Chuzeville, G. Guédon et
S. Payot, soumis). ICE_515_tRNA™ est donc un élément génétique mobile qui permet la

dissémination de fonctions chez S. agalactiae.

Des travaux in vivo ont révélé la dissémination d’éléments apparentés a
ICE_515_1‘RNAL”S dans les populations de S. agalactiae d’origine humaine mais également
bovine [161]. L'analyse in silico a également révélé la présence des genes étudiés dans ces
travaux chez la souche d’origine bovine FSL S3-026. Ces données montrent que des échanges
ont eu lieu entre souches provenant d’hotes différents et que, malgré la faiblesse de la
diversité génétique mise en évidence dans la littérature des souches bovines par rapport aux
souches d’origine humaine de S. agalactiae [24, 30, 327, 390], ces derniéres échangent du
matériel génétique avec les souches de S. agalactiae d’origine humaine par transfert

horizontal.

Le maintien de I'’élément dans des souches provenant d’hbtes variés suggere que les
protéines codées par I'ICE pourraient avoir un spectre large d’action et que leurs fonctions
conféreraient des avantages sélectifs a différents types de population de S. agalactiae. Une
analyse épidémiologique de la répartition des genes impligués dans des fonctions

d’adaptation et/ou de virulence codées par les éléments en fonction du type d’héte
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privilégié serait intéressante. Il serait également important d’étudier les fonctions codées
par des éléments portés par des isolats issus d’hotes différents ou par des souches
commensales afin de distinguer les fonctions conservées en fonction de I'environnement de
la souche bactérienne. Ces études permettraient de mieux appréhender les mécanismes
impliqués dans la virulence des souches et d’établir des stratégies de lutte efficaces contre
S. agalactiae.

La souche NEM316 posséde déja un CIME intégré a I'extrémité 3’ du géne ARNt™. Il a
été montré qu’ICE_515 tRNAY® <'intégre préférentiellement au site attR de
CIME_NEM316_tRNA par un phénomeéne d’accrétion. ICE_515_tRNA"* est donc capable de
mobiliser CIME_NEM316_tRNA"* en cis et le transfert simultané des deux éléments a été
obtenu (A. Puymeége, S. Bertin, S. Chuzeville, G. Guédon et S. Payot, soumis). Il serait alors

Y 3 mobiliser d’autres éléments

également intéressant d’étudier la capacité d’ICE_515 tRNA
génétiques mobiles comme des plasmides ou d’autres CIME et IME de maniére similaire a
d’autres éléments décrits dans la littérature afin d’établir un réle putatif plus large de
I'implication de cette famille d’ICE dans la dynamique génomique des souches de
S. agalactiae [42, 87, 174, 231].

Sachant qu’il a été montré que des molécules d’ADN pouvant atteindre des milliers
de kb peuvent étre échangés par conjugaison [268], il est possible d’envisager
qu’ICE_515 tRNA™ puisse mobiliser par un systtme de type Hfr des fragments
chromosomiques encore plus larges [42].

Y Jors du

De ce fait, en plus du transfert des fonctions codées par ICE_515 tRNA
mécanisme de conjugaison, d’autres fonctions supplémentaires pourraient étre transférées

a d’autres souches a travers une mobilisation d’ADN.

D’autre part, une analyse génomique des données des souches séquencées a montré
gue chaque séquencage supplémentaire de souches de S. agalactiae apporterait la mise en
évidence de 33 nouveaux génes dépendants d’une souche [400]. Ceci suggere que

I'acquisition de données génomiques de nouvelles souches de S. agalactiae pourrait
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permettre de caractériser de nouveaux génes disséminables par les éléments intégrés a

I'extrémité 3’ du géne codant I’ARNt™".

L’analyse des genes pouvant apporter des avantages a S. agalactiae révele aussi la
diversité des bagages génétiques au niveau des modules fonctionnels des éléments
génétiques mobiles. Une étude approfondie des fonctions pouvant étre conférées par ces
éléments est donc importante pour évaluer I'ampleur des échanges génétiques possibles

conférant des fonctions impliquées dans I'adaptation et/ou la virulence des souches.

1.2. Dissémination des fonctions d’ICE_515_tRNA"* parmi différentes

espéces de bactéries

Ces travaux ont également confirmé la dissémination d’éléments apparentés a
ICE_515 tRNA™ chez différentes espéces de streptocoques et mis en évidence un autre
vecteur de la variabilité phénotypique des streptocoques. Au préalable, des travaux avaient
révélé le transfert de «ces éléments chez des souches de S. uberis et
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae [161]. Ces travaux ont permis de confirmer la proximité
des éléments avec ICE_515 tRNAY. De plus, les génes d’ICE_COHI_tRNA™ pouvant
conférer des avantages sont présents sur I'élément intégré a I'extrémité 3’ du géne codant
également un ARNtY chez la souche S. urinalis 2285-97. L’analyse informatique a révélé la
proximité de certains génes d’ICE_515 tRNA™ avec des génes appartenant a d’autres
espéeces chez qui la présence de I'ICE n’a pas encore été démontrée. Le transfert de ces
éléments est également possible vers des souches de S. uberis, S.bovis et
S. dysgalactiae subsp. equisimilis puisque des génes homologues a ceux d’ICE_515 tRNA™Y*
ont été trouvés sur les éléments portés par ces souches. Des travaux récents ont révélé de
maniére additionnelle que le transfert d’ICE_515 tRNA" était également possible in vitro

vers une souche de S. pyogenes (A. Puymege, S. Bertin, S. Chuzeville, G. Guédon et S. Payot,

soumis).
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YYs appartenant a la

Les éléments intégrés a I'extrémité 3’ des genes codant les ARNt
famille d’ICE_515_tRNA"* sont donc capables de se transférer vers d’autres espéces, non
seulement en conditions de laboratoire mais également dans I’'environnement. Ces éléments
génétiques pourraient donc contribuer de maniére importante a I’évolution et a I'adaptation

de nombreuses espéeces de streptocoques.

La plupart du temps, le degré de similarité des séquences des génes de ménage entre
espéces proches est élevé. Sachant que la recombinaison homologue est possible jusqu’a
25 % de divergence, ces génes de ménage représentent alors une cible de choix pour la
sélection d’intégration des éléments génétiques mobiles facilitant les échanges génétiques
entre espéces proches. Ces travaux ont confirmé le choix d’intégration privilégiée des

éléments appartenant a la famille d’ICE_515_tRNA"*

au locus situé a I'extrémité 3’ du géne
codant 'ARNtY® chez S. bovis, S. dysgalactiae subsp. equisimilis et S. uberis et la conservation

des sites de recombinaison attR bordant ces éléments génétiques.

En conclusion, le site localisé a I'extrémité 3’ de I’ARNt"* parait étre un point chaud
d’intégration d’ICE chez les streptocoques. Les échanges génétiques entre espéces proches
sont importants et les éléments apparentés a ICE_515 tRNA™* paraissent é&tre des vecteurs
de genes tres efficaces pouvant conférer diverses fonctions importantes (facteur CAMP I,
protéines de surface, etc...) contribuant ainsi a la plasticité génomique des souches.
L’adaptation des souches pathogénes a des environnements nouveaux et/ou a des
conditions fluctuantes est un souci majeur de santé publique. Par exemple, les mesures
prophylactiques prises pour réduire le nombre de cas de mammites dans le milieu
vétérinaire a permis de diminuer le nombre de cas imputés a S. agalactiae et a S. aureus
mais pas ceux imputés a S. bovis et a S. uberis. L'échange abondant de matériel génétique
entre streptocoques pourrait leur permettre d’acquérir le bagage génétique nécessaire a la

survie dans ces nouvelles conditions.
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1.3. Mode de transfert d’ICE_515_tRNA"Y*

Afin de déterminer plus finement la possibilité de transfert des éléments appartenant
a la famille d’ICE_515_tRNAY", il est nécessaire de réaliser des études approfondies sur le
mécanisme par lequel celui-ci se transfére. Certaines protéines de surface décrites dans ces
travaux pourraient étre impliquées lors du transfert mais leur réle reste a étre déterminé. La
stabilité de I'interaction entre la bactérie donneuse et la bactérie receveuse, la régulation et
le taux d’excision d’ICE_515 tRNAY® sont des éléments importants pour Iefficacité du
transfert. Ces critéres sont donc des éléments qui doivent étre étudiés afin d’évaluer

I'activité de I'ICE in vivo.

La concordance entre I'état physiologique des cellules pourrait également étre
déterminante au déroulement des échanges génétiques. La production de signaux
permettant une synchronisation de I'expression des génes des souches serait un élément
favorable au transfert. L'analyse in silico a montré que I'ICE codait un peptide capable de se
lier aux membranes, pouvant étre maturé et transporté par un transporteur de type ABC
dans le milieu extracellulaire. Le réle du peptide n’a pu étre éclairci durant ces travaux mais
il serait trés intéressant de creuser la piste selon laquelle le peptide exporté pourrait étre
impliqué dans un mécanisme de communication cellulaire régulant les transferts

horizontaux.

Par ailleurs, la difficulté rencontrée pour la réalisation des mutants suggére une
réplication extra-chromosomique de I'élément. Jusqu’ici, la distinction entre plasmides et
éléments intégratifs et conjugatifs était essentiellement basée sur le maintien extra-
chromosomique des plasmides. En effet, les plasmides étaient décrits comme les seuls
éléments réplicatifs extrachromosomiques et les ICE décrits comme se répliquant avec le
réplicon dans lequel ils sont intégrés. Néanmoins, depuis peu de temps, I'idée progresse que
les ICE auraient la capacité de répliquer de maniere non intégrés dans un réplicon bactérien.
Chez les éléments décrits, cette réplication n'est pas impliquée dans le maintien mais
interviendrait dans sa stabilité. En effet, une réplication transitoire de I'ICE aprés son
excision dans la cellule donneuse et/ou a son arrivée dans la cellule receveuse pourrait

augmenter les succes de son transfert [61, 371]. ICE_515 tRNAY® pourrait ainsi, en plus
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d’ICESt3 de S. thermophilus et RD2 présent chez S. pyogenes, représenter un nouveau cas de
réplication extra-chromosomique des ICE. Le calcul du nombre de copies par cellules

bactériennes d’ICE_515 tRNA"® permettrait de corroborer cette hypothése.

Il a été décrit dans la littérature que I'évolution des ICE s’effectue par I'échange, la
délétion et l'acquisition de modules fonctionnels [53, 140, 407]. Les travaux de thése
présentent un nouvel exemple de dynamique évolutive des ICE par échange modulaire. L'ICE
séquencé de la souche S. uberis 19608 porte des modules de recombinaison et de

conjugaison similaire a celui des ICE de la famille d’ICE_515_tRNA"*

. La séquence de I'ICE est
encore incompléete et en cours de séquencage mais il a été montré qu’un gene qui code une
protéine de virulence de la famille ESAT-6 est situé a l'extrémité 5 de I'ICE de
S. uberis 19608. Des homologues de ce géne sont présents sur les éléments mobilisables

(IME et CIME) intégrés a 'extrémité 3’ d’un géne codant un ARNt"®

des souches séquencées
de S. agalactiae (H36B, A909, NEM316). Les séquencages doivent étre achevés pour
conclure mais ces éléments suggérent des échanges entre les modules de différents

éléments intégratifs.

2. Les barriéres au transfert d’ICE 515 tRNAY*

De nombreux travaux ont décrit les barriéres existantes au transfert horizontal
entre les espéces bactériennes. Malgré ces barriéres, ICE_515 tRNA™Y® dissémine les

fonctions qu’il code dans la population de S. agalactiae et vers d’autres espéces.

Le transfert d’ICE_515 tRNA™® parait étre limité & des espéces relativement
proches telles les autres espéces pathogénes de streptocoques et entérocoques.
Néanmoins, il est a noter qu’aucun transfert de I'ICE n’a pu étre mis en évidence dans la

collection de souches de S. suis du Resapath testée. Ces résultats sont cohérents avec les
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travaux antérieurs qui avaient montré que S. suis est une espéce chez laquelle les échanges

génétiques paraissent limités [176].

De nombreux essais réalisés en conditions de laboratoire n’ont pas permis
d’obtenir le transfert d’ICE_515 tRNAY® avec les espéces bactériennes S. salivarius,
S. thermophilus, S. uberis, S. dysgalactiae subsp dysgalactiae, S. mutans et E. faecalis. Seuls
guelgues transconjugants de S. pyogenes ont pu étre obtenus. Par ailleurs, méme des
transferts entre différentes souches de S. agalactiae se produisent a des fréquences faibles.
En effet, seulement 0,4 x 107 & 7 x 10" transconjugants des souches NEM316 et COH1 sont
obtenus par cellules donneuses de S. agalactiae 515 (travaux de thése d’Aurore Puymege,
Laboratoire de Génétique et Microbiologie, UMR INRA-UHP 1128). Les taux de conjugaison
sont dix fois plus faibles par rapport a ceux obtenus pour ICESt3 de S. thermophilus et RD2
de S. pyogenes [14, 371]. Ce faible taux de transfert pourrait étre du a la présence d’un
élément au site d’intégration d’ICE_515 tRNAY® chez la bactérie receveuse ce qui

diminuerait le taux de transfert [13].

Les systemes de restriction-modification et la présence de nombreux loci CRISPR
chez les streptocoques pourraient également étre responsables de la faible capacité
d’ICE_515_tRNALy5 a se transférer. Il a été montré que S. agalactiae possede un systéme
CRISPR1 tres dynamique et diversifié qui est conservé au sein de cette espéece puisque 8
souches séquencées de S. agalactiae possedent le locus ainsi que 351 souches de terrain
isolées de 'Homme ou de I’animal [245]. De nombreux espaceurs différents (949 au total)
composent I'ensemble des systemes CRISPR détectés chez ces souches, chacune des souches
étudiées portant de 1 a 33 espaceurs différents. Chacun des systéemes comporte 4 génes
codant les protéines Cas associées [245]. Un second systeme, CRISPR2 est présent chez
guelgues souches seulement et est moins conservé. CRISPR2 est présent chez 3 des souches
séquencées de S. agalactiae (515, COH1 et FSL S3-026). Vingt et un espaceurs différents
seulement composent ce deuxieme locus suggérant que celui-ci est moins actif que CRISPR1
et a été perdu chez la plupart des souches. La diversité des CRISPR de S. agalactiae permet
une caractérisation fine de la population et une identification de la provenance
géographique [245]. Une majorité de séquences des espaceurs est homologue a des

éléments génétiques mobiles, dont les éléments intégrés a I'extrémité 3’ d’un géne codant

224



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

I’ARNt Lysine (anticodon CTT) et des prophages. Par ailleurs, d’autres espaceurs CRISPR

correspondent a des séquences d’autres streptocoques et notamment de S. pyogenes [245].

L'analyse des espaceurs des systemes CRISPR présents chez la souche A909 de
S. agalactiae indique que trois des espaceurs ciblent des séquences présentes sur
ICE_515_tRNA™". Cela pourrait expliquer le fait qu’aucun transconjugant n’a été obtenu en
utilisant cette souche comme receveuse lors des tests de transfert. Les systemes CRISPR de
S. agalactiae pourraient représenter des facteurs empéchant les échanges des éléments de
la famille d’ICE_515_tRNA™* au sein de la population et limiter également la dissémination
des fonctions conférées par I'’élément. En conclusion, les CRISPR peuvent étre considérés
comme des facteurs limitant la dissémination de tels facteurs au sein des populations

bactériennes [260].

Un autre facteur pouvant limiter le transfert est la capacité d’intégration
d’ICE_515_tRNA"™ dans le génome de la cellule receveuse. La souche de S. bovis ainsi que 13
des 15 souches de S. uberis dont la séquence du site de recombinaison droit attR a été
obtenue possédent un site attR ayant une identité supérieure a 82 % par rapport au site attR
d’ICE_515_tRNALy5. Il est a noter que les sites attR de 10 souches de S. uberis et la souche de
S. bovis sont identiques a 100 % ce qui suggere des évenements récents de transfert entre

ces deux especes.

Les éléments des deux autres souches de S. uberis et celui de la souche de
S. dysgalactiae subsp. equisimilis sont bordés par un site de recombinaison attR présentant
une identité plus faible par rapport a celui d’ICE_515 tRNA"* (respectivement 69 %, 78 %
et 54 %). Ces identités de séquences plus faibles ne permettent théoriquement pas la
recombinaison permettant lintégration d’un élément génétique similaire a celui
d’'ICE_515_tRNA™". Ceci pourrait suggérer un événement ancien de transfert horizontal, les
séquences des sites de recombinaison ayant divergé. L’intégration par accrétion a ce locus

d’un élément ayant des sites de recombinaison similaires a ICE_515 tRNA™Y*

ne parait plus
réalisable chez ces souches. Par ailleurs, la différence de séquences des sites attR entre les
différentes souches de S. uberis n’est liée ni a une origine géographique spécifique ni a

I'année d’isolement des souches.
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Une fois transféré et intégré, le maintien de I'élément dans la population va
dépendre du ratio entre le colt métabolique engendré par la présence de I'élément et
I'apport en avantages évolutifs a la cellule bactérienne en fonction des conditions
environnementales. Dans ce sens, les genes présents sur les éléments de la famille
d’ICE_515_tRNA" doivent pouvoir étre exprimés chez la cellule hdte. Les streptocoques et
les entérocoques étant des espéces phylogénétiquement proches ou |'utilisation des codons
est semblable, les transferts vers ces espéces apparaissent comme ayant effectivement plus

de succes théorique.

Par ailleurs, les protéines produites ne doivent également pas avoir d’effets toxiques

sur les cellules receveuses. Ce travail a montré que les génes d’ICE_515_tRNALy5

peuvent
s’exprimer aussi bien chez d’autres streptocoques pathogénes (S. bovis, S. dysgalactiae
subsp. equisimilis et S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae) mais également chez une espéce
non pathogene (L. lactis). Chez ces espéeces, la machinerie de sécrétion et d’ancrage des

protéines est telle que les protéines sont sécrétées et ancrées de maniére correcte.

D’autre part, des systémes de maintien ont été développés par les éléments
génétiques mobiles, notamment les systemes toxine-antitoxine. Les systemes TA pourraient
assurer la stabilité des éléments intégrés dans le génome, tels que les ICE, par nécessité de
maintenir I'expression du géne conférant I'immunité contre la toxine a la souche productrice
[250]. Par ailleurs, il a déja été démontré chez V. cholerae que lorsque I'élément génétique
mobile SXT se trouve sous sa forme extra-chromosomique, une activation du module TA,
nommé MosAT, permet de minimiser la fréquence de perte de I'ICE chez les cellules filles
[438]. ICE_515 tRNAY® code un systéme TA ol I'antitoxine instable pourrait permettre de
contrecarrer la toxicité cellulaire de sa toxine associée. La perte de I'ICE entrainerait donc la
mort cellulaire par la toxine stable. Durant ce travail, un mutant interrompu dans le gene

codant la toxine d’un systéme toxine-antitoxine d’ICE_515 tRNA"*

a pu étre obtenu.
Néanmoins, malgré I'absence de toxicité en cas de perte de I'ICE, aucune souche ayant
perdu I'élément au cours de multiples générations n’a pu étre obtenue. Des traitements a la
mitomycine C, molécule causant des dommages a I’ADN et connue pour augmenter le taux

d’excision d’ICE possédant un module de régulation apparenté, n’ont également pas permis
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d’obtenir une souche sans ICE. Le systeme TA n’apparait donc pas étre le seul élément qui
permet le maintien des ICE de la famille d'ICE_515_tRNALy5 chez S. agalactiae et les autres
streptocoques. Une réplication extra-chromosomique de I'lICE ou I'importance des fonctions
codées par I'ICE pour la survie et la réplication des bactéries dans I’environnement

pourraient étre d’autres éléments permettant le maintien dans la population.

Ainsi, ICE_515_tRNAY®, malgré les nombreuses barriéres au transfert horizontal,
parvient a se disséminer chez des espéces phylogénétiquement proches. La conservation de
I’élément suggére que les fonctions codées par I'élément apportent de la compétitivité aux

bactéries qui I'acquierent.
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En conclusion, ces travaux ont permis de caractériser chez S. agalactiae, un ICE
véhiculant des genes impliqués dans la virulence et dans I'adaptation de cette bactérie a son
environnement. Cet élément génétigue mobile permet la dissémination de facteurs
d’adhésion, voire de facteurs responsables de I'agrégation cellulaire, et d’'un facteur co-
hémolytique. Une analyse in silico montre que I'ICE pourrait également coder un peptide,
qui pourrait avoir un role dans la communication cellulaire ainsi qu’un facteur de virulence

appartenant a la famille des protéines ESAT-6.

La majorité des facteurs de virulence connus de S. agalactiae, notamment ceux
impliqués dans I'adhésion, sont codés par des genes ayant une localisation chromosomique,
ce qui suggere une présence spécifique d’espece. Le facteur CAMP était décrit initialement
comme un facteur propre a S. agalactiae. Celui-ci est également codé par un géne porté par
un élément génétique mobile permettant sa dissémination vers d’autres espéces de

streptocoques.

La capacité de mobilité intra-espéce de génes codant des facteurs de virulence chez
S. agalactiae a déja été décrite. Ainsi, le géne codant la protéine Lmb permettant la liaison a
la laminine et le géne codant la peptidase C5a sont portés par un transposon tandis que les
loci permettant la production des pili chez S. agalactiae sont situés sur des ilots génomiques
[45, 103, 337]. Les travaux de these ont confirmé expérimentalement, et pour la premiere
fois, la présence de génes codant des facteurs de virulence sur un ICE de S. agalactiae

pouvant étre transférés au sein de I'espéce ou vers d’autres espéces.

ICE_515_tRNA"’5 est capable de franchir la barriere d’espéces et de disséminer son
bagage génétique chez plusieurs streptocoques identifiés (S. uberis, S. pyogenes, S. bovis,
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae et S. dysgalactiae subsp. equisimilis). Ces travaux
constituent un exemple supplémentaire de contribution des ICE au pouvoir pathogene des
souches. Une étude in vivo chez I'animal pourrait permettre de confirmer cette hypothese.

De tels transferts de génes codant des facteurs de virulence par I'intermédiaire des ICE ont
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déja été décrits chez d’autres especes bactériennes [77, 333, 335, 356]. Chez les Firmicutes,
des transferts de facteurs de virulence putatifs ont été mis en évidence entre S. dysgalactiae
subsp. equisimilis, S. agalactiae et S. suis par I'intermédiaire des ICE appartenant a la famille
d’ICESde3396 [89]. Un transfert d’ICESe2 codant un systéme d’acquisition du fer a été
également suggéré entre S. equi et C. difficile [169, 424]. Néanmoins, les travaux de these
constituent la premiére démonstration expérimentale de la fonctionnalité de protéines
impliquées dans la virulence chez des souches de terrain, les genes codant ces protéines
pouvant étre transférés par conjugaison via un ICE a une souche non pathogéne et a

d’autres souches pathogéenes.

Les infections dues aux streptocoques pathogenes conduisent a de nombreux
probléemes économiques et sanitaires chez 'Homme et les animaux. La dissémination de
facteurs de virulence chez ces especes pourrait engendrer une augmentation de leur pouvoir
pathogene. Il parait alors essentiel de poursuivre les études sur la dissémination potentielle
de genes de virulence via des éléments génétiques mobiles afin de pouvoir appréhender
I’émergence de nouveaux pathogenes et de réagir efficacement face a de nouvelles

épidémies et d’éviter une situation de crise sanitaire.
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I. Liste des communications

e Les travaux de these font l'objet d’une publication dans la revue internationnale

« PlosOne ». L’article a été accepté et est en cours de production.

Chuzeville, S., Puymege, A., Madec, J.Y., Haenni, M., Payot, S., Characterization of a New
CAMP Factor Carried by an Integrative and Conjugative Element in Streptococcus agalactiae

and Spreading in Streptococci. PlosONE, in press.

e Les travaux seront valorisés par la rédaction d’un article concernant les propriétés

adhésives conférées par ICE_515_tRNA"".

e Un article en co-auteur a été soumis au journal « Journal of bacteriology ».

Puymeége, A., Bertin, S., Chuzeville, S., Guédon, G., Payot, S., Conjugative transfer and cis-
mobilization of a genomic island by an Integrative and Conjugative Element of

Streptococcus agalactiae.

e Les travaux ont fait I'objet d’'une présentation sous forme de poster au séminaire annuel
de I’école doctorale RP2E, Université de Lorraine (année 2010).

Chuzeville, S., Haenni, M., Madec, J.Y., Payot, S., Caractérisation des fonctions codées par les
éléments intégratifs conjugatifs (ICE) intégrés dans le gene ARNt lysine chez Streptococcus

agalactiae : role dans la stabilisation des ICE et la virulence, 2010, RP2E, 2010.

e Un poster en co-auteur a été présenté au congres international sur les éléments

transposables (ICTE 2012, International Congress on Transposable Elements, Saint Malo).

Puymeége, A., Bertin, S., Chuzeville, S., Guédon, G., Payot, S., Diversity, dynamic and mobility

of integrative and conjugative elements (ICES) of Streptococcus agalactiae, ICTE, 2012.
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ABSTRACT

Genetic exchanges between Streptococci occur frequently and contribute to their genome
diversification. Most of sequenced streptococcal genomes carry multiple mobile genetic
elements including Integrative and Conjugative Elements (ICEs) that play a major role in
these horizontal gene transfers. In addition to genes involved in their mobility and regulation,
ICEs also carry genes that can confer selective advantages to bacteria. Numerous elements
have been described in S. agalactiae especially those integrated at the 3’ end of a tRNA™*
encoding gene. In strain 515 of S. agalactiae, an invasive neonate human pathogen, the ICE
(called 515_tRNA™) is functional and carries different putative virulence genes including one
encoding a putative new CAMP factor in addition to the one previously described. This work
demonstrated the functionality of this CAMP factor (CAMP factor II) in Lactococcus lactis
but also in pathogenic strains of veterinary origin. The search for co-hemolytic factors in a
collection of field strains revealed their presence in S. uberis, S. dysgalactiae, but also for the
first time in S. equisimilis and S. bovis. Sequencing of these genes revealed the prevalence of
a species-specific factor in S. uberis strains (Uberis factor) and the presence of a CAMP factor
IT encoding gene in S. bovis and S. equisimilis. Furthermore, most of the CAMP factor 11
positive strains also carried an element integrated in the tRNA™® gene. This work thus
describes a CAMP factor that is carried by a mobile genetic element and has spread to

different streptococcal species.

KEYWORDS

CAMP factor; Virulence; ICE; Horizontal transfer; Streptococcus agalactiae; Streptococci
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INTRODUCTION

S. agalactiae (group B Streptococci or GBS) is a human and animal opportunistic invasive
pathogen. Cow mastitis caused by S. agalactiae was reported in 1887, while human infections
were observed only 50 years later. GBS causes mastitis in cattle and septicemia, meningitis
and endocarditis in humans [1-4]. It produces various virulence factors implicated in the
adhesion and colonization steps, immune evasion and adaptation to the host environment
[5,6]. In particular, GBS develops a characteristic arrow-shaped hemolysis when cultivated
near Staphylococcus aureus, which is said to be due to an exosubstance named CAMP factor
[7,8]. In fact, CAMP factor causes cell lysis when erythrocytes have been first sensitized by
incubation with sphingomyelinase (SMase), a protein secreted by S. aureus and numerous
other bacterial species [9]. SMases hydrolyse sphingomyelin, an erythrocyte membrane
component, thus weakening the membrane if it contains at least 45% of sphingomyelin [10].
Therefore, rabbit, mouse and human erythrocytes (19, 25 and 27% of sphingomyelin) are not
sensitive to CAMP factor, while goat, sheep and dairy cow erythrocytes (46, 51 and 52%,
respectively) are [10,11]. The CAMP factor does not have an enzymatic activity but
experiments showed that monomers could bind and oligomerize membrane components, in
particular glycosylphosphotidylinositol (GPI) anchored proteins, thus forming a pore in the

erythrocyte membrane [7,12].

Classification of the CAMP factor as a virulence factor according to the Koch postulates
remains controversial since some authors have shown that injection of purified CAMP factor
could increase mortality of rabbits and mice [13,14], while other authors could not
demonstrate any effect of a deletion of the CAMP factor encoding gene (cfb) on GBS
pathogenicity [15]. The cfb gene is ubiquitous in GBS strains so that CAMP test or search of
the cfb gene by Polymerase Chain Reaction (PCR) was usually used to differentiate GBS

from other Streptococcus species [16-19]. However, CAMP factor homologues were
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described in other Gram positive species such as S. pyogenes [20], S. uberis [21], S. porcinus

[22], S. canis [23] and Propionibacterium acnes [24].

In bacteria, horizontal transfers promote rapid genome evolution and may be involved in
speciation [25-27]. In this way, 18% of the Escherichia coli genome has been acquired by
horizontal transfer during the past 100 million years [28]. Mobile genetic elements include
conjugative plasmids, phages, transposons, and Integrative and Conjugative Elements (ICEs).
ICEs represent a family of mobile genetic elements consisting of clustered genes able to direct
their own excision, transfer by conjugation and integration into the chromosome of recipient
cell [29,30]. The integration of the element is most often site-specific. Recombination
between repeated sequence sites attR and attL (R for right and L for Left) bordering the ICE
brings into play an integrase by a mechanism similar to bacteriophage integration. The
transfer displays similarity with conjugative plasmid transfer. In the recipient cell, the
integrase catalyzes recombination between the attl site present on the circular shape of the
ICE and the attB site present at target chromosomal site. After transfer, both donor and

recipient cells have a copy of the ICE in their genome [29,30].

Interestingly, most of the ICEs already described encode additional functions conferring
advantageous properties to the host strain, such as antimicrobial resistance, virulence or
environmental adaptation [31]. Numerous works have shown that ICEs contribute to genome
flexibility and that mobile genetic elements are prevalent in Streptococcus species such as
S. agalactiae [32,33], S. pyogenes [34] and S. pneumoniae [35]. Genome analyses showed
that S.uberis and S.suis genomes carry fewer mobile genetic elements than other
streptococci, suggesting that it could restrict the acquisition of exogenous genetic elements in

these species [36,37].
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Sequencing of 8 GBS strain genomes, belonging to different serotypes causing major
infections, highlighted the diversity of its variable gene pool [32]. Thirty five ICEs or related
elements were detected, one hotspot of integration being the 3’ extremity of a tRNA'™ gene
[33]. Many of the proteins encoded by these elements share a high identity with proteins
produced by S. pyogenes, S. pneumoniae or S. dysgalactiae subsp. equisimilis. ICE prevalence
in S. agalactiae was confirmed in various field strains belonging to different clonal complexes
in particular for the ICE integrated at the tRNA™ site which was also detected in other

streptococci [33,38].

A GBS strain isolated from cattle infection was sequenced and genome analysis revealed
distinct genetic diversity when compared with strains from humans [39]. Data suggest that
genetic exchanges between veterinary and human strains may be infrequent, except in case of
prolonged contact [32,40]. Demonstration of transfers between this bovine strain of
S. agalactiae and other cattle pathogens (S. uberis and S. dysgalactiae) suggests a high rate of
horizontal transfer between strains occurring in the same environment [39]. Thus, interspecies
transfer is likely to be frequent, thus enabling the transfer of functions useful for the

adaptation to the host environment [41-45].

This work aims to characterize a putative new CAMP factor carried by an ICE
(ICE_515_tRNA™®) of S. agalactiae. ICE 515 tRNA™® was recently demonstrated to be
functional and able to autonomously transfer by conjugation to other S. agalactiae strains (A.

Puymege, submitted for publication).

Here, we demonstrated the functionality of this CAMP factor II in non pathogenic and
pathogenic strains. Our work also highlights the spread of CAMP factor II among other field

pathogenic streptococci of veterinary origin, as expected for a mobile genetic element.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, media and growth conditions

The 515 GBS strain of serotype Ia [32] and NEM316 GBS strain of serotype III [46], two
invasive neonate human pathogenic strains were used in this study (GenBank accession no.
PRINAS54311 and PRINA334 respectively). Strain 515 was isolated from the cerebrospinal
fluid of an infected patient while strain NEM316 was isolated from a case of fatal
septicaemia. The field pathogenic streptococci used (n=677) were isolated through the
National Network for the Surveillance of Resistance to Antimicrobials in Animals in France

(Resapath, www.resapath.anses.fr) between 1984 and 2011. This collection includes isolates

of S. uberis (n=449); S. dysgalactiae (n=162); S. bovis (n=31); S. suis (n=26) and
S. equisimilis (n=9). E. coli strains were used for the cloning experiments. Strains and their
characteristics are listed in Supp. Information Table S1. Streptococci and E. coli strains were
grown in Brain Hearth Infusion (BHI) (AES CHEMUNEX, Bruz, France) or on Tryptic soy
agar plates supplemented with 5% of defibrinated sheep blood (Biomérieux, Marcy 1’Etoile,
France). Lactococcal strains were grown in M17 medium (Sigma Aldrich, Steinheim,
Germany) supplemented with 0.25% glucose either in liquid medium or on agar plates.
Antibiotics were used at the following concentrations: kanamycin, 50 pug.mL™" for E. coli;
erythromycin, 20 ug.mL'1 for streptococci and lactococci and 150 pg.mL'1 for E. coli.
Streptococci and lactococci were grown without shaking in flasks at 37°C and 30°C,

respectively, while E. coli was grown in flasks with shaking at 37°C.

Transconjugant construction

ICE_515_tRNALys was tagged at its left hand side (in the SAG2026 gene encoding the ATPase

part of an ABC transporter) by a resistance gene using the pG+host9spc vector. Vector
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pG+host9spc is a derivative of the pG+host9 plasmid carrying a spectinomycin resistance
gene from the pSET4S plasmid (Bellanger pers. comm.) [47]. To construct the mutant, the 5’
and 3’ ends of SAG2026 gene were independently amplified by PCR (using primers
SAG2026-1-HindIll, SAG2026-2-Avrll, SAG2026-3-Avril and SAG2026-4-EcoRI). An
erythromycin resistance gene amplified from pG+host9 was inserted in the internal Avrll site
and the whole insert (containing the two SAG2026 fragments separated by the ery cassette)
was then cloned into pG+host9spce to give pG+host9spc-SAG2026ery, which was used to
transform S. agalactiae by electroporation [48]. Two crossovers, upstream and downstream of
the tagged region, were selected as described previously to obtain replacement of the gene by
the ery resistance gene [41]. The tagged ICE was then transferred to the recipient strain by
filter mating as described by Bellanger et al. [41] with minor modifications. Briefly, both
donor and recipient strains were grown overnight. A 15 mL-culture of the relevant broth was
inoculated with 150 pL of overnight culture of the recipient or the donor strain. Cultures were
grown at the relevant temperature until mid-exponential phase (optical density at 600 nm of
0.4). Cultures of the donor and recipient were mixed and centrifuged for 15 min in a
prewarmed centrifuge at 4,500 x ¢. The pellet was resuspended in 1 mL of BHI broth, and
150 pL aliquots were spread onto 0.45 um-pore-size nitrocellulose filters (Sartorius,
Goettingen, Germany) on tryptic soy blood agar plates which were incubated for 14 h at
37°C. The filters were removed from the agar plates, placed in 50 mL bottles containing 10
mL of sterile BHI broth, and vortexed for 30 s. Various dilutions were spread on blood agar
plates supplemented with the appropriate antibiotics, and plates were incubated for 24 h in

order to count CFU of the donor, the recipient, and the transconjugants.

RT-PCR
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The expression of the SAL 2074 gene, which encodes the putative new CAMP factor on the
ICE_515_tRNA"™® genetic element, was examined by RT-PCR. Briefly, a 10 mL-preculture
was grown overnight at 37°C and seeded at 1:100 ratio in 10 mL of BHI or M17 liquid
medium. Two mL of cell pellets were collected at ODgpp=0.4 and 0.8 by centrifugation at
2000 x g at 4°C and conserved by a quick freezing at -80°C. RNA samples were purified
using the RNAeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) before being treated with the RQ1
RNase free DNase (Promega, Madison, USA) for 1 hour. DNA was synthesized using the M-
MLV retro-transcriptase (In Vitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA). Conventional PCR
were done using cDNA as templates for DNA polymerase (Roche Applied Science,

Mannheim, Germany) as described earlier [49].

Analysis of the supernatants by SDS-PAGE and mass spectrometry

Supernatant of S. agalactiae NEM316 and NEM316 (ICE_515_tRNA"®) cultures grown
overnight in BHI or chemically defined medium (CDM, peptide-free medium, [50]) were
collected after centrifugation at 5000 % g at 4°C for 10 min. Proteins were precipitated using a
sodium deoxycholate (DOC) - trichloroacetic acid (TCA) protocol [51]. Briefly, DOC was
added to a final concentration of 0.02% to 30 mL of supernatant. After mixing and a 30 min-
sitting on ice, TCA was added to a final concentration of 10% and the proteins were
precipitated overnight at 4°C. The mixed protein-detergent precipitate was collected by
centrifugation (14,000 x g, 15 min, 4°C). The supernatant was carefully removed and washed
two times with cold acetone (stored at -20°C). Pellets were dried under vacuum and
resuspended in SDS gel loading buffer (50 mM Tris HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol,
0.1% bromophenol blue and 100 mM DTT) (to reach a 250-fold concentration for cultures
grown in BHI and a 1000-fold concentration for CDM cultures). After a 10 min-denaturation
step at 98°C, proteins (15 puL of sample) were size-separated by sodium dodecyl sulphate-
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polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) using a 12% acrylamide resolving gel.
Bands of interest were excised from the gel and processed as follows for protein content
identification. After cysteine reduction (DTT 30 mM, 100 mM ammonium bicarbonate BA)
and alkylation (30 mM iodoacetamide in BA), bands were washed twice in BA and BA/
acetonitrile (1:1) and then dried under vacuum before overnight trypsin digestion (in BA).
Peptides were then extracted twice in acetonitrile 80%, trifluoroacetic acid (TFA), dried under

vacuum and resuspended in a solution of 2% acetonitrile and 0.1% TFA.

HPLC was performed using an Ultimate 3000 equipment (Dionex). Peptides were loaded onto
an Acclaim pepmap RSLC C18 column (Dionex) and eluted by a 2-45% acetonitrile linear
gradient. Fractions were collected onto a 384 anchorchip MALDI plate via a Proteineer Fcll
fractionator (Bruker) and mixed with a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid directly upon
deposition. Sample acquisition in TOF and TOF/TOF modes was performed automatically on
an Autoflex speed MALDI mass spectrometer (Bruker). Peptide assignments, protein
identification and scoring were managed on a Proteinscape server (allowing a 50 ppm
tolerance for mass measurements) through interrogation of the NCBI nr database on a local

Mascot server.

Plasmid pOri23-camp515 construction and transformation

Characteristics of the pOri23 plasmid [52] are listed in Supp. Information Table S1. Cloning
steps were performed using E. coli as host strain. Chromosomal DNA from S. agalactiae 515
was prepared using DNAeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to
the manufacturer’s instructions. The CAMP factor II encoding gene (SAL 2074), as well as
its endogenous RBS and terminator sites, was amplified using the Phusion® High-Fidelity

DNA Polymerase (Finnzymes, Keilaranta, Finland) and primers CAMP factor
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ICE 515 tRNA®® BamHI fwd and CAMP factor ICE 515 tRNA™® Nsil Rev (Supp.
Information Table S2). BamHI and Nsil restriction sites were incorporated at the 5’ end of
each primer in order to allow the final ligation. The 922 bp PCR fragment was verified on
agarose gel and subcloned using Zero Blunt® TOPO® in chemically competent Top10 cells
(In Vitrogen life Technologies, Carlsbad, USA). The obtained vector was extracted using
NucleoSpin® Plasmid columns (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) and digested by BamHI
and Nsil restriction enzymes (Promega, Madison, USA). The digested SAL 2074 insert was
purified on NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up columns (Macherey-Nagel, Diiren,
Germany). In parallel, native pOri23 was digested using BamHI and Pstl enzymes, ligated to
the SAL 2074 insert using T4 DNA ligase (Promega, Madison, USA) and transformed by
electroporation into DH5a E. coli strain as described [49,53]. Finally, the pOri23-camp’'® was
purified and electroporated into L. lactis, S. bovis and S. dysgalactiae strains as described

previously [52,54].

PCR screening of ICE_515 tRNA""® genes in strain collections.

Chromosomal DNA from bacterial strains used in this study was prepared using DNAeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions,
and was used as template for DNA amplification. Standards PCR were performed in a final
volume of 25 puL containing 1 U of Taq (Roche Applied Science, Mannheim, Germany),
polymerase buffer 1 %, 0.4 mM primers, 0.2 mM dNTP mix and 100 ng of DNA template.
Primers used in this study are listed in Supp. Information Table S2. PCR conditions consisted
in a first denaturation step at 95°C for 2 min followed by 30 cycles, each composed of a
denaturation step at 95°C for 30 s, an annealing step at 5°C below primer’s Tm for 30 s and

an elongation step at 72°C for 1 min per kb with a final extension step of 10 min at 72°C.
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Sequencing reactions were performed by Beckman Coulter Genomics and data were treated
using BioEdit free Software.

Long range PCRs were performed using GoTaq® Long PCR Master Mix (Promega, Madison,
USA). PCR conditions consisted of a first denaturation step at 94°C for 2 min, followed by 20
cycles each composed of a denaturation step at 94°C for 30 s, an annealing step at 5°C below
primer’s Tm for 30 s and an elongation step at 65°C for 30 min, and followed by 15 cycles
with an increment of 30 s at each elongation step. The final elongation step lasts 20 min at
72°C. 1 pL of the amplification products was used as template for nested PCR which were

performed as standards PCR.

CAMP reaction test

Strains were screened for CAMP activity as previously described [8]. Briefly, the beta-toxin
producing strain S. aureus CIP 57.10 (Institut Pasteur, Paris) was streaked on 5% sheep blood
agar Tryptic soy plates and strains to be tested were streaked perpendicularly to the first
streak. After overnight incubation at 37°C, strains producing CAMP factor developed a

characteristic arrow-shaped hemolysis.

Hemolytic co-reaction monitoring

The co-hemolysis assays were performed using microtiter plates (NUNC immuno plate
Maxisorb, Roskilde, Denmark) as previously described with minor modifications [55].
Briefly, a suspension of sheep erythrocytes (Biomérieux, Marcy I’étoile, France) was washed
5 times in hemolysis buffer (Tris-HCI, 10 mM; NaCl, 150 mM; pH 7.4) by centrifuging
30 min at 2000 x g and then diluted in hemolysis buffer (1:100). This suspension was treated

with 0.025 U/mL of S. aureus sphingomyelinase (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) for 30
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min at 37°C and then 100 pL were distributed in flat-bottomed wells. Bacterial suspensions
were grown up to an ODgy of 0.8 and culture supernatants were collected by centrifugation
10 min at 2000 x g and then0.2 pum-filtered. A 100 pL-volume of each supernatant was

distributed in wells.

Co-hemolytic activity of CAMP factor II correlates with the loss of integrity of sheep
erythrocytes visualized as a decrease in optical density measured at 630 nm (Biotek ELx808).
In these experiments, controls were realized using S. agalactiae 515 strain as positive control

and samples without sphingomyelinase treatment as negative controls.
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RESULTS AND DISCUSSION

ICE_515_tRNALyS, a mobile genetic element found in 515 S. agalactiae invasive human

strain, carries a putative new CAMP factor.

In addition to genes required for its mobility, maintenance or regulation, ICE_515 tRNA™®
also carries additional genes encoding proteins that can play a role in adaptation or virulence
of the strain (Figure 1). BLASTp analyses suggest that these genes could encode (i) a putative
bacteriocin system (SAL 2079 to SAL 2081 genes), (ii) 2 proteins that could be involved in
oxidative stress response (SAL 2059 and SAL 2078 genes), (iii) 3 putative membrane
proteins with a LPxTG motif (SAL 2036, SAL 2056 and SAL 2057), and (iv) a putative
new hemolytic CAMP factor (CAMP factor 11, SAL 2074 gene). Seven of eight GBS strains
whose genome was sequenced carry an ICE or a related element at the 3’ extremity of the
tRNA™* encoding gene. COHI, 2603 V/R and 18RS21 strains carry a putative ICE while
NEM316, A909 and H36B strains carry a related element [33]. The element of COHI1 strain
carries the same accessory genes than strain 515, including CAMP factor II (SAN 2140,
100% of protein identity) but we recently showed that only ICE_515_tRNA"ys is able to self-
transfer by conjugation (A. Puymege, submitted for publication). It is important to underline
that the COHI strain was used by Hensler et al. [15] to examine the contribution of CAMP
factor to GBS systemic virulence. It cannot be excluded that this second CAMP factor confers
a co-hemolytic activity in case of loss of the genomic CAMP factor. As a co-hemolysin,
CAMP factor could contribute to erythrocyte lysis and thus to the release of haem which is
one of the co-factors (with menaquinone) required for respiration growth of S. agalactiae.
Respiration growth could be beneficial to GBS dissemination by increasing growth in blood
[56]. Interestingly, an ICE with an integrase similar to those of ICE_515_tRNA"ys (87% of
identity) was also found in S. uberis strain 19608 isolated from mastitis (S. Chuzeville,

unpublished data).
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Characteristics, expression and production of CAMP factor II.

The genomic CAMP factor already described in S. agalactiae [8] is encoded by the
SAL 2095 gene (accession number: ZP_00790029) in strain 515 and GBS2000 gene in strain
NEM316 (accession number: NP_736433). SAL 2095 and GBS2000 genes encode identical
proteins. BLASTp revealed 73% of identity between genomic CAMP factor compared to
COHI and 515 CAMP factor II (Figure 2). Some of S. uberis strains produce a CAMP factor
like named Uberis factor (accession number: AAA78910), which exhibits protein identity of
63% and 59% compared to SAL 2095 and SAL 2074, respectively.

Analysis of the SAL 2074 gene promoter region showed the presence of a Pribnow box
(TATACT) located 17 pb upstream of a -35 box (TTGACA). A Ribosomal Binding Site
(AGGAGG ) is located 7 pb downstream of the SAL 2074 start codon. All sequence elements
required for transcription and translation of the gene are thus present.

To check for gene transcription, RT-PCR were performed on 515, NEM316 and NEM316
(ICE_515_tRNALyS) transconjugant strains. In strain 515, the CAMP factor II gene
(SAL 2074) was expressed in exponential and stationary phases in the conditions tested.
Transfer of ICE_515 tRNA" in strain NEM316 enables the expression of the SAL 2074

gene in this strain (Figure 3).

To examine production and secretion of CAMP factor II, a CAMP test was performed. All
strains produced a characteristic arrow-shaped hemolysis on plates and no difference could be
observed between NEM316 strains carrying ICE_515_tRNA"® or not (Supp. Figure S1A).

Hemolysis monitoring was performed on these strains. This experiment also indicated a
CAMP factor secretion by 515, NEM316 and NEM316 (ICE_SlS_tRNALyS) strains (Supp.
Figure S1B). However, the measured co-hemolytic activity appeared to reflect those of

genomic CAMP factor as there was no additional activity in NEM316 (ICE_515_tRNA"™)
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transconjugant (with both CAMP factors) compared to strain NEM316 (with only genomic
CAMP factor). The quantity of CAMP factor II secreted in the supernatant was analyzed and
compared with the one of CAMP factor by SDS-PAGE and liquid chromatography coupled
with mass spectrometry. These experiments indicated that CAMP factor II is secreted in the
supernatant at the same level than CAMP factor (Supp. Figure S2). Despite being abundantly
secreted, CAMP factor II does not seem to confer additional co-hemolytic activity to a strain
already expressing genomic CAMP factor.

Interestingly, we recently showed that ICE 515 tRNA™® confers adhesive properties to
recipient strain (S. Chuzeville, unpublished results) which could enable the maintenance of

this ICE, also carrying the additional CAMP factor, in the GBS population.

CAMP factor II can provide hemolytic functions to non-pathogenic strains.

Several unsuccessful attempts were made to construct a mutant lacking the CAMP factor 11
encoding gene. This could be due to an intracellular replication of the element causing
recombination problems during mutant construction [57]. To solve this problem and to study
the CAMP factor II functionality, an expression vector was constructed, allowing the

production of the protein of interest in a host strain.

The functionality of CAMP factor II was first analyzed using L. lactis MG1363 strain (Fig. 4).
The SAL 2074 gene was expressed under the P23 constitutive promoter using the pOri23
vector. Expression was confirmed by RT-PCR (data not shown). A characteristic arrow-
shaped hemolysis similar to that produced by 515 GBS strain was observed in L. lactis
MG1363 (pOri23-camp515) compared with control L. lactis MG1363 (pOri23) strain (Figure
4A). The functionality of CAMP factor II was confirmed by a hemolytic co-reaction titration

(Figure 4B).
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We thus showed that CAMP factor II can be expressed, produced and secreted correctly in a
non-pathogenic species. ICE_515_tRNA™® can autonomously transfer to other S. agalactiae
strains (A. Puymege, submitted for publication) so this element can spread this pore-forming
toxin-encoding gene in the GBS population. Since interspecies transfer likely occurs in
natural habitats, as similar elements have been detected in S. uberis and S. dysgalactiae strains
[38], CAMP factor II may confer hemolytic properties if ICE_515_tRNA™® was transferred to

CAMP-negative recipient strains.

CAMP factor II is also present in other pathogenic streptococcal strains of veterinary
origin.

A collection of streptococcal pathogenic strains of veterinary origin was studied to test the
ability of the strains to generate a co-haemolytic reaction with S. aureus. This collection
included isolates of S. uberis (n=449); S. dysgalactiae (n=162); S. bovis (n=31); S. suis (n=26)
and S. equisimilis (n=9). Twenty-three strains were CAMP positive: 20 S. uberis (4%), 1
S. bovis (3%), 1 S. equisimilis (11%) and 1 S. dysgalactiae (less than 1%) strain. CAMP-
positive strains were collected in 11 different geographic areas throughout France between

1984 and 2010.

Detection of the gene encoding the factor responsible for co-hemolytic reaction in the
streptococcal collection was performed by amplification using primers designed from CAMP
factor II and Uberis factor gene sequences. Only the factor responsible for the reaction
observed for S. dysgalactiae strain 24084 could not be characterized in this study. Sequencing
of the co-hemolytic factor encoding gene in S. uberis strains revealed that all the strains tested

(n=10) carried an Uberis factor-like gene (identity > 97%), whereas S. bovis and S. equisimilis
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carried a CAMP factor gene very similar to the one carried by ICE_515_tRNA"yS (96% of

identity for both).

CAMP factors have already been described in other streptococci such as S. pyogenes [20, 58],
S. uberis [14, 22, 59, 60], S. porcinus [22, 59, 61, 62], S. canis [22, 23, 62], S. intestinalis
[63]. Furthermore BLASTp analysis showed that cfb homologues in P.acnes, S. uberis,
S. canis, S. porcinus and S. pyogenes exhibit significant homologies with CAMP factor (34 to
99%). However, this is the first time to our knowledge that a CAMP factor is described in
S. bovis and in S. equisimilis. CAMP-negative field strains were examined for their ability to
express CAMP factor II. For this purpose, pOri23-camp’'> was transformed in two different
field strains: one S. bovis strain and one S. dysgalactiae strain. A characteristic arrow-shaped
hemolysis similar to that produced by 515 GBS strain was observed when CAMP factor II
was expressed in field strains (fig. 5A) when compared with wild strains. This result was

confirmed by hemolytic co-reaction titration (fig. 5B).

Collectively, these results confirm that the CAMP factor II is not primarily a characteristic of
GBS and enhance our belief that the routine detection of GBS by usual CAMP test on plates
or using PCR methods should always be confirmed by other phenotypic or genotypic
methods, since the CAMP factor II or Uberis factor present in a large range of streptococci
might lead to a misidentification.

Nevertheless, no S. suis strain in the tested collection carried functional cfb homologues. This
is consistent with previous work that showed that genetic exchange between S. suis and other
species appeared to be uncommon [36].

Finally, no previous work has shown the presence of such co hemolytic factors in S. bovis and
S. equisimilis and the similarity between CAMP factor II and those of these two field strains
suggests a recent acquisition by horizontal transfer probably mediated by ICE carrying this

gene.
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CAMP positive strains carry a genetic element integrated at the 3’ end of tRNA"* gene.

CAMP-positive strains were analyzed for the presence of a genetic element integrated in the
tRNA™® (with CTT anticodon) encoding gene. First, ICE 515 tRNA™® and
ICE_SUB19608_tRNA"" integrase genes were searched and, then, intergenic regions between
integrase and tRNA' gene and more precisely the attR ICE_515_tRNA™® integration specific

site were amplified (Supp. Table S2).

Twenty one of the 23 strains tested, including S. bovis 7434, S.equisimilis 20591 and
S. dysgalactiae 24084 strains, showed an integrase gene similar to that of

ICE_SUB19608_tRNA"".

attR sites were searched using primers ICE_SUB19608 tRNA"* fwd and tRNA™* AAA Rev
(Supp. Table S2). An attR site was amplified for 17 of the 23 strains tested including S. bovis
7434 and S. equisimilis 20591. PCR products were then confirmed by sequencing which
revealed that the attR site of these strains was very close to that of ICE_515_tRNA™ for 15 on
18 S. uberis, S. bovis 7434 and S. equisimilis 20591 (78 to 86% of identity) (see Supp. Fig

33).

Long range PCRs were performed to examine the position of CAMP factor II encoding gene
on S.bovis and S.equisimilis strains. PCRs, made using primers designed from
ICE_515_tRNALys and located in CAMP factor II encoding gene and tRNA™* gene, gave
negative results in S. bovis and S. equisimilis strains. In strain 515, this region has a length of
more than 34 kb which could explain the difficulty to amplify it in field strains. However,
amplicons larger than 10 kb were obtained for both field strains using one primer hybridizing
to the CAMP factor II encoding gene (CAMP factor ICE_515_tRNALys Nsil Rev for both) and
the second primer hybridizing to the gene upstream of the putative mobile genetic element

(HMPREF9319 0116 fwd for S. bovis strain and HMPREF9964 2030 fwd for S. equisimilis
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strain) (Supp. Table S2). In strain 515, this region has also a length of about 10 kb. To
confirm that the amplicon corresponds to the expected region, nested PCRs were performed
using long range PCR products as templates and primers hybridizing to CAMP factor 11
encoding gene (CAMP factor ICE 515 tRNA®® BamHI fwd and CAMP factor

ICE 515 _tRNA™® Rev) (Supp. Table S2).

Thus, CAMP factor II encoding genes in S. bovis and S. equisimilis strains were located on a

genetic element integrated at the 3° end of the tRNA™"* encoding gene.

Hence two thirds of the strains which produce a CAMP factor Il appeared to carry an element
integrated at 3’ end of tRNA™* gene. This suggests that the spread of the CAMP factor II
gene in different pathogenic streptococcal species is linked to the transfer of an ICE carrying

this gene.

CONCLUSION

In conclusion, the SAL 2074 gene carried by a mobile genetic element (ICE_SlS_tRNALyS) in
S. agalactiae 515 strain encodes a functional CAMP factor. An identical CAMP factor is
encoded by a putative ICE carried by S. agalactiae COHI. It is important to mention that this
strain has been used by Hensler et al. to conclude that CAMP factor is not essential for GBS
virulence [15]. It is possible that this second CAMP factor confers co-hemolysin activity in
case of loss of the genomic CAMP factor. A similar toxin is also encoded by a putative ICE
detected in S. urinalis although this strain gave a negative result using in vitro CAMP test
[64]. This toxin is functional when expressed in non pathogenic (L. lactis) and other
pathogenic streptococcal species (S. dysgalactiae, S. bovis). Furthermore, screening of a
collection of strains of different streptococcal species indicated that some are positive for the

CAMP test. All strains (except S. uberis 21459 and 22492 strains in the conditions used) also
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carry the integrase gene of ICE_515 tRNA™® thus suggesting a spread of the CAMP factor II

gene among different streptococcal species through ICE conjugative transfer.

ACKNOWLEDGEMENTS

Liquid chromatography coupled with mass spectrometry was performed by the proteomics
platform of Fédération de recherche 3209, Vandoeuvre-I¢s-nancy, France.

We would like to acknowledge Philippe MOREILLON and his team for providing the
L. lactis strains and the pOri23 plasmid. We thank Philippe GLASER for providing NEM316
strain and S. uberis 19608 genome sequence. We are also grateful to Xavier Bellanger for
constructing the pG+host9spc vector used in this study. Thanks to Florence TARDY for her
helpful advices and Pierre CHATRE for technical assistance. Sarah CHUZEVILLE was
supported by the Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) and by the Agence
Nationale de la Sécurit¢ Sanitaire de 1’alimentation, de I’Environnement et du travail

(ANSES). We thank Janet SPRENT for careful reading of our manuscript.

284



ANNEXE : ARTICLE

REFERENCES

1. Farley MM (2001) Group B streptococcal disease in nonpregnant adults. Clin Infect Dis 33:
556-561.

2. Martins ER, Florindo C, Martins F, Aldir I, Borrego MJ, et al. (2007) Streptococcus
agalactiae serotype Ib as an agent of meningitis in two adult nonpregnant women. J
Clin Microbiol 45: 3850-3852.

3. Cordoba-Lopez A, Bueno Alvarez-Arenas MI, Monterrubio-Villa J, Corcho-Sanchez G
(2002) Streptococcus agalactiae pleural empyema in a healthy adult. Enferm Infecc
Microbiol Clin 20: 478-479.

4. Keefe GP (1997) Streptococcus agalactiae mastitis: a review. Can Vet J 38: 429-437.

W

. Rajagopal L (2009) Understanding the regulation of Group B Streptococcal virulence
factors. Future Microbiol 4: 201-221.
6. Maisey HC, Doran KS, Nizet V (2008) Recent advances in understanding the molecular
basis of group B Streptococcus virulence. Expert Rev Mol Med 10: e27.
7. Lang S, Palmer M (2003) Characterization of Streptococcus agalactiae CAMP factor as a

pore-forming toxin. J Biol Chem 278: 38167-38173.

o0

. Christie R (1944) A note on a lytic phenomenon shown by group B streptococci. Aust J
Exp Biol 22: 197-200.
9. Milhas D, Clarke CJ, Hannun YA (2010) Sphingomyelin metabolism at the plasma
membrane: implications for bioactive sphingolipids. FEBS Lett 584: 1887-1894.
10. Titball RW (1993) Bacterial phospholipases C. Microbiol Rev 57: 347-366.
11. Rodi PM, Cabeza MS, Gennaro AM (2006) Detergent solubilization of bovine
erythrocytes. Comparison between the insoluble material and the intact membrane.

Biophys Chem 122: 114-122.

285



ANNEXE : ARTICLE

12

13

14

15

16

17

18

19.

20

21

. Lang S, Xue J, Guo Z, Palmer M (2007) Streptococcus agalactiae CAMP factor binds to
GPI-anchored proteins. Med Microbiol Immunol 196: 1-10.

. Jirgens D (1987) Unspecific binding of group B streptococcal co-cytolysin (CAMP
factor) to immunoglobulins and its possible role in pathogenicity. J Exp Med 165:
730-732.

. Skalka B, Smola J (1981) Lethal effect of CAMP-factor and UBERIS-factor: a new
finding about diffusible exosubstances of streptococcus agalactiae and Streptococcus
uberis. Zentralbl Bakteriol A 249: 190-194.

. Hensler ME, Quach D, Hsieh CJ, Doran KS, Nizet V (2008) CAMP factor is not essential
for systemic virulence of Group B Streptococcus. Microb Pathog 44: 84-88.

. Fuchs PC, Christy C, Jones RN (1978) Multiple-inocula (replicator) CAMP test for
presumptive identification of group B streptococci. J Clin Microbiol 7: 232-233.

. Phillips EA, Tapsall JW, Smith DD (1980) Rapid tube CAMP test for identification of
Streptococcus agalactiae (Lancefield group B). J Clin Microbiol 12: 135-137.

. Ke D, Menard C, Picard FJ, Boissinot M, Ouellette M, et al. (2000) Development of
conventional and real-time PCR assays for the rapid detection of group B streptococci.
Clin Chem 46: 324-331.

Ratner HB, Weeks LS, Stratton CW (1986) Evaluation of spot CAMP test for
identification of group B streptococci. J Clin Microbiol 24: 296-297.

. Gase K, Ferretti JJ, Primeaux C, McShan WM (1999) Identification, cloning, and
expression of the CAMP factor gene (cfa) of group A streptococci. Infect Immun 67:
4725-4731.

. Jiang M, Babiuk LA, Potter AA (1996) Cloning, sequencing and expression of the CAMP

factor gene of Streptococcus uberis. Microb Pathog 20: 297-307.

286



ANNEXE : ARTICLE

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32

Hassan AA, Abdulmawjood A, Yildirim AO, Fink K, Lammler C, et al. (2000)
Identification of streptococci isolated from various sources by determination of cfb
gene and other CAMP-factor genes. Can J Microbiol 46: 946-951.

Gurturk K, Lammler C (1990) Purification and partial characterization of a co-haemolysin
(CAMP-factor) produced by Streptococcus canis. FEMS Microbiol Immunol 2: 97-
102.

Valanne S, McDowell A, Ramage G, Tunney MM, Einarsson GG, et al. (2005) CAMP
factor homologues in Propionibacterium acnes: a new protein family differentially
expressed by types I and II. Microbiology 151: 1369-1379.

Doolittle WF (1999) Lateral genomics. Trends Cell Biol 9: 5-8.

de la Cruz F, Davies J (2000) Horizontal gene transfer and the origin of species: lessons
from bacteria. Trends Microbiol 8: 128-133.

Kurland CG (2000) Something for everyone. Horizontal gene transfer in evolution.
EMBO Rep 1: 92-95.

Lawrence JG, Ochman H (1998) Molecular archaeology of the Escherichia coli genome.
Proc Natl Acad Sci U S A 95: 9413-9417.

Burrus V, Pavlovic G, Decaris B, Guedon G (2002) Conjugative transposons: the tip of
the iceberg. Mol Microbiol 46: 601-610.

Wozniak RA, Waldor MK (2010) Integrative and conjugative elements: mosaic mobile
genetic elements enabling dynamic lateral gene flow. Nat Rev Microbiol 8: 552-563.

Burrus V, Waldor MK (2004) Shaping bacterial genomes with integrative and conjugative
elements. Res Microbiol 155: 376-386.

. Tettelin H, Masignani V, Cieslewicz MJ, Donati C, Medini D, et al. (2005) Genome

analysis of multiple pathogenic isolates of Streptococcus agalactiae: implications for

the microbial "pan-genome". Proc Natl Acad Sci U S A 102: 13950-13955.

287



ANNEXE : ARTICLE

33

34

35

36

37

38

39

40

. Brochet M, Couve E, Glaser P, Guedon G, Payot S (2008) Integrative conjugative
elements and related elements are major contributors to the genome diversity of
Streptococcus agalactiae. J Bacteriol 190: 6913-6917.

. Beres SB, Musser JM (2007) Contribution of exogenous genetic elements to the group A
Streptococcus metagenome. PLoS One 2: €800.

. Croucher NJ, Walker D, Romero P, Lennard N, Paterson GK, et al. (2009) Role of
conjugative elements in the evolution of the multidrug-resistant pandemic clone
Streptococcus pneumoniae Spain23F ST81. J Bacteriol 191: 1480-1489.

. Holden MT, Hauser H, Sanders M, Ngo TH, Cherevach I, et al. (2009) Rapid evolution of
virulence and drug resistance in the emerging zoonotic pathogen Streptococcus suis.
PLoS One 4: €6072.

. Ward PN, Holden MT, Leigh JA, Lennard N, Bignell A, et al. (2009) Evidence for niche
adaptation in the genome of the bovine pathogen Streptococcus uberis. BMC
Genomics 10: 54.

. Haenni M, Saras E, Bertin S, Leblond P, Madec JY, et al. (2010) Diversity and mobility
of integrative and conjugative elements in bovine isolates of Streptococcus agalactiae,
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, and S. uberis. Appl Environ Microbiol 76: 7957-
7965.

. Richards VP, Lang P, Bitar PD, Lefebure T, Schukken YH, et al. (2011) Comparative
genomics and the role of lateral gene transfer in the evolution of bovine adapted
Streptococcus agalactiae. Infect Genet Evol 11: 1263-1275.

. Manning SD, Springman AC, Million AD, Milton NR, McNamara SE, et al. (2010)
Association of Group B Streptococcus colonization and bovine exposure: a

prospective cross-sectional cohort study. PLoS One 5: e8795.

288



ANNEXE : ARTICLE

41. Bellanger X, Roberts AP, Morel C, Choulet F, Pavlovic G, et al. (2009) Conjugative
transfer of the integrative conjugative elements ICEStl and ICESt3 from
Streptococcus thermophilus. J Bacteriol 191: 2764-2775.

42. Davies MR, Shera J, Van Domselaar GH, Sriprakash KS, McMillan DJ (2009) A novel
integrative conjugative element mediates genetic transfer from group G Streptococcus
to other beta-hemolytic Streptococci. J Bacteriol 191: 2257-2265.

43. Suzuki H, Lefebure T, Hubisz MJ, Pavinski Bitar P, Lang P, et al. (2011) Comparative
genomic analysis of the Streptococcus dysgalactiae species group: gene content,
molecular adaptation, and promoter evolution. Genome Biol Evol 3: 168-185.

44. Zhang S, Green NM, Sitkiewicz I, Lefebvre RB, Musser JM (2006) Identification and
characterization of an antigen I/II family protein produced by group A Streptococcus.
Infect Immun 74: 4200-4213.

45. Sitkiewicz I, Green NM, Guo N, Mereghetti L, Musser JM (2011) Lateral gene transfer of
streptococcal ICE element RD2 (region of difference 2) encoding secreted proteins.
BMC Microbiol 11: 65.

46. Glaser P, Rusniok C, Buchrieser C, Chevalier F, Frangeul L, et al. (2002) Genome
sequence of Streptococcus agalactiae, a pathogen causing invasive neonatal disease.
Mol Microbiol 45: 1499-1513.

47. Maguin E, Duwat P, Hege T, Ehrlich D, Gruss A (1992) New thermosensitive plasmid for
gram-positive bacteria. J Bacteriol 174: 5633-5638.

48. Framson PE, Nittayajarn A, Merry J, Youngman P, Rubens CE (1997) New genetic
techniques for group B streptococci: high-efficiency transformation, maintenance of
temperature-sensitive pWVO01 plasmids, and mutagenesis with Tn917. Appl Environ

Microbiol 63: 3539-3547.

289



ANNEXE : ARTICLE

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Sambrook J FE, Maniatis T (1989) Molecular cloning: a laboratory manual. Cold Spring
Harbor Laboratory.

Letort C, Juillard V (2001) Development of a minimal chemically-defined medium for the
exponential growth of Streptococcus thermophilus. J Appl Microbiol 91: 1023-1029.

Bensadoun A, Weinstein D (1976) Assay of proteins in the presence of interfering
materials. Anal Biochem 70: 241-250.

Que YA, Haefliger JA, Francioli P, Moreillon P (2000) Expression of Staphylococcus
aureus clumping factor A in Lactococcus lactis subsp. cremoris using a new shuttle
vector. Infect Immun 68: 3516-3522.

Hanahan D (1983) Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J Mol
Biol 166: 557-580.

Buckley ND, Vadeboncoeur C, LeBlanc DJ, Lee LN, Frenette M (1999) An effective
strategy, applicable to Streptococcus salivarius and related bacteria, to enhance or
confer electroporation competence. Appl Environ Microbiol 65: 3800-3804.

Sorensen M, Mak TN, Hurwitz R, Ogilvie LA, Mollenkopf HJ, et al. (2010) Mutagenesis
of Propionibacterium acnes and analysis of two CAMP factor knock-out mutants. J
Microbiol Methods 83: 211-216.

Yamamoto Y, Poyart C, Trieu-Cuot P, Lamberet G, Gruss A, et al. (2005) Respiration
metabolism of Group B Streptococcus is activated by environmental haem and
quinone and contributes to virulence. Mol Microbiol 56: 525-534.

Carraro N, Libante V, Morel C, Decaris B, Charron-Bourgoin F, et al. (2011) Differential
regulation of two closely related integrative and conjugative elements from

Streptococcus thermophilus. BMC Microbiol 11: 238.

290



ANNEXE : ARTICLE

58.

59

60

61

62.

63

64

Gubash SM (1978) Synergistic hemolysis phenomenon shown by an alpha-toxin-

producing Clostridium perfingens and streptococcal CAMP factor in presumptive

streptococcal grouping. J Clin Microbiol 8: 480-488.

. Lammler C, Blobel H (1987) Synergistic and antagonistic hemolytic reactions of bacterial

proteins. Berl Munch Tierarztl Wochenschr 100: 95-99.

. Lopes MF, Merquior VL, Peralta JM, Teixeira LM (1995) Partial characterization of the

cohemolytic factor produced by Streptococcus uberis and comparison with the

CAMP-factor. FEMS Immunol Med Microbiol 12: 205-212.

. Thal E, Obiger G (1969) The CAMP phenomenon of Streptococcus agalactiae and new

serologic Streptococcus group "U" and other bacteria types. Berl Munch Tierarztl

Wochenschr 82: 126-130.

Lammler C, Gedek W, Blobel H (1987) CAMP like reactions for presumptive

identification of Bacillus cereus from bovines. Zentralbl Veterinarmed B 34: 395-396.

. Soedarmanto I, Lammler C (1996) Comparative studies on streptococci of serological

group G isolated from various origins. Zentralbl Veterinarmed B 43: 513-523.

. Collins MD, Hutson RA, Falsen E, Nikolaitchouk N, LaClaire L, et al. (2000) An unusual

Streptococcus from human urine, Streptococcus urinalis sp. nov. Int J Syst Evol

Microbiol 50 Pt 3: 1173-1178.

291



ANNEXE : ARTICLE

FIGURE LEGENDS

Figure 1. Schematic diagram of the ICE_515 tR NA™® mobile genetic element.

ORFs appear as arrows. Genes encoding the putative bacteriocin system appear in light blue.
The genes encoding the proteins that could be involved in oxidative stress response (NRAMP
protein and thioredoxin-like) are colored in yellow and the gene encoding the putative new
hemolytic CAMP factor (CAMP factor II) in purple. Genes encoding the proteins with
LPxTG motif appear in pink. Genes of the conjugation module are indicated with blue arrows
and regulation module with green arrows. Putative oriT is indicated by a star. Genes encoding
a putative toxin-antitoxin system appear in orange and other genes encoding proteins with
unknown function in white. The gene where the element is integrated (tRNA™®) is indicated
in red. Recombination module is colored in red. Recombination sites are drawn as vertical
rectangles. Black rectangles indicate identical sequences found in attL, attR, and attl sites;
yellow rectangles indicate the arm of attR sites and the related arm of attl sites; and red

rectangles indicate the arm of attL sites and the related arms of attl sites.

Figure 2. Comparison of CAMP factors and Uberis factor found in streptococci.

A. multiple sequence alignment (Sag, S. agalactiae; S. urinalis; S. canis; S. pyogenes; S.
porcinus; S. pseudo porcinus and S. uberis); B. phylogenetic tree showing the evolutionary
relationships between the sequences of the alignment. Sequence alignment and construction
of the phylogenetic tree were done using the AlignX module of VectorNTI advance 11
(InVitrogen). Conserved residues appear in light grey and identical amino acids appear in
dark grey in the alignment. Position of residues in the sequence is indicated above the

sequence. Sequence identities go from 56% (CAMP factor II of S. agalactiae and Uberis
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factor of S. uberis) to 100% (CAMP factor II of S.agalactiae and CAMP factor of S.
urinalis). The CAMP factor of P. acnes is more distant (less than 30% of identity) and thus
does not appear in this alignment. The phylogenetic tree has been constructed using the
Neighbor Joining Method. Each branch of the tree has a length equal to the number of

substitutions required to get from one nod to the next.

Figure 3. Analysis of the expression of the CAMP factor II (SAL_2074) gene.

RT-PCR were performed using, as templates, RNA extracted from stationary-phase cultures
of strain 515 (1, and negative control without RTase, 4); strain NEM316 (2 and negative
control without RTase, 5); and transconjugant NEM316 (ICE_515_tRNA"®) (3 and negative
control without RTase, 6). The same results were obtained in exponential phase. A positive
control using genomic DNA of strain 515 was included (7) as well as a negative control with

water (8). DNA molecular weight marker is marker number VI (Roche Applied Science).

Figure 4. Co-hemolytic activity of CAMP factor II expressed in L. lactis MG1363.

A. CAMP test using (1) L. lactis MG1363 (pOri23), (2) L. lactis MG1363 (pOri23-camp’")
and (3) GBS strain 515 as control; B. L. lactis co-hemolytic activity was monitored in
L. lactis MG1363 (pOri23) (filled circle with SMase treatment and empty circle without

treatment) and in L. lactis MG1363 (pOri23-camp’"

) (filled squares with SMase treatment
and empty squares without treatment). Hemolytic activity was measured at ODg30 every 30

min using a microplate reader. The experiment was done in triplicate using three independent

biological samples. Errors bars represent the standard deviation observed between the 9
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values obtained for each strain. Controls without SMase treatment were done (data not

shown).

Figure 5. Expression of CAMP factor II in pathogenic streptococcal strains.

A. CAMP test using (1) S. bovis 1052 wt, (2) S. bovis (pOri23-camp’"), (3) S. dysgalactiae
593 wt, (4) S. dysgalactiae (pOri23-camp’"”) and (5) GBS strain 515 as control; B. co-
hemolytic activity was monitored in S. bovis 1052 (filled circle with pOri23-camp®"” and
empty circle without) and in S. dysgalactiae (filled squares with pOri23-camp’" and empty
squares without treatment). Hemolytic activity was measured at ODg3¢ every 30 min using a
microplate reader. The experiment was done in triplicate using three independent biological
samples. Errors bars represent the standard deviation observed between the 9 values obtained

for each strain. Controls without SMase treatment were carried out (data not shown).

Supporting Information Table S1. Strains and their characteristics.

Strains and plasmids are listed together with their associated pathologies or genotypic
characteristics, the year and geographic place of isolation, their hemolysis pattern, the CAMP

test results and the reference for strains or plasmids.

Supporting Information Table S2. Primers used in this work.

Restriction sites appear in bold.

Supporting Figure S1. Co-hemolytic activity of CAMP factor II in GBS strains.
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A. CAMP test using (1) NEM316, (2) NEM316 (ICE_515_tRNALyS), and (3) 515 GBS strains;
B. Measure of co-hemolytic activity of CAMP factor(s) in S. agalactiae strain 515 (filled
circles with SMase treatment and empty circle without treatment), strain NEM316 (filled
triangles with SMase treatment and empty triangles without treatment) and transconjugant
NEM316 (ICE_515 tRNA™®) (filled squares with SMase treatment and empty squares
without treatment). Hemolytic activity was measured at ODg3p every 30 min using a
microplate reader. The experiment was done in triplicate using three independent biological
samples. Errors bars represent the standard deviation observed between the 9 values obtained

for each strain.

Supporting Figure S2. SDS-PAGE analysis of the supernant of S. agalactiae NEM316

and NEM316 (ICE_515_tRNA") cultures.

Supernatant of overnight cultures of S. agalactiae NEM316 (1, in BHI and 3, in CDM) and of
S. agalactiae NEM316 (ICE 515 _tRNA"®) (2, in BHI and 4, in CDM). Molecular weight
marker (MW) is unstained protein MW marker of Euromedex. MWs are indicated on the right
side of the gel. Arrows indicated the position of the band corresponding to genomic CAMP

factor (I) and CAMP factor II (II).

Supporting Figure S3. Alignment of attR sequence of ICE_515 tR NA"* in field strain.

Sequence alignment was done using the AlignX module of VectorNTI advance 11

(InVitrogen).
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attL attR

ICE_515_
tRNA"™"

Figure 1. Schematic diagram of the ICE_515_tRNA" mobile genetic element.
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Figure 2. Comparison of CAMP factors and Uberis factor found in streptococci.
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Figure 3. Analysis of the expression of the CAMP factor II (SAL_2074) gene.

@

Erythrocyte integrity (%)

Time (h)

Figure 4. Co-hemolytic activity of CAMP factor II expressed in L. lactis MG1363.
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Figure 5. Expression of CAMP factor II in pathogenic streptococcal strains.
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Supporting Information Table S1. Strains and their characteristics.

Strains and plasmids are listed together with their associated pathologies or genotype characteristics, the year and geographic place of isolation,

their hemolysis pattern, the CAMP test results and the reference for strains or plasmids.

Strain or plasmids Pathology or relevant Sampling Geographic Hemolysis CAMP Source or
genotype year origin reaction reference
Species
S. agalactiae 515 (ATCC BAA-1177) Invasive / / B + LGC standards
NEM316 Septicaemia / / B + [46]
NEM316 (ICE 515 tRNA") / / / B + Unpublished data
E. coli DH5a General cloning / / Y - [53]
Topl0 General cloning / / Y - In Vitrogen, USA
L. lactococcus MG1363 / / / v - [52]
MG1363 (pOri23-camp") / / / v + This work
S. aureus CIP57.10 Reference CAMP reaction / / B / Institut Pasteur,
strain Paris
S. uberis 21639 Mastitis / / y + Resapath
21457 Mastitis 2008 76 o + Resapath
21459 Mastitis 2008 76 o + Resapath
21468 Mastitis 2008 76 o + Resapath
21512 Mastitis 2008 61 v + Resapath
22492 Mastitis 2009 82 v + Resapath
19827 Mastitis 1985 64 v + Resapath
19843 Mastitis 1984 22 v + Resapath
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S. equisimilis

S. bovis

S. dysgalactiae

Plasmids

19908
19909
1352
1825
11535
12538
19623
20576
20965
19168
20222
16193
19608
20591

7434
1052
1052 (pOri23-camp’")
24084
593
593 (pOri23-camp’ ")
pOri23
pOri23-camp’"”

/
Mastitis
Mastitis

/
Mastitis
Mastitis
Mastitis
Mastitis
Mastitis
Mastitis
Mastitis
Mastitis
Mastitis

Synovial fluid's sampling
equine
Mastitis

Lung disease
/

/
/
/
ermAM ori ColE1 P23

ermAM ori ColE1 P23
SAL 2074
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1984
1985
1986
1986
2000
2001
2007
2007
2008
2007
2007
2007
2007
2007

1993
1985

2010
1984

/

22
22
22
22
82
61
38
61
29

74
42
61
82

49

50
22

D < <~ < <~ < @ < < < < < < <

-~ -—< < @ < < <

+ 4+ + + + + + + + o+ + o+

+ +

~ ~ +

Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath
Resapath

Resapath
Resapath
This work
Resapath
Resapath
This work
[52]
This work



ANNEXE : TABLEAUX DE L’ARTICLE

pG+host9 pWVO0I1-type thermosensitive / / / / [47]
replication origin from
pVE6002, Erm’
pG+host9spc plasmid derived from / / / / X. Bellanger,
pG+host9, Spc' pers. comm.
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Supporting Information Table S2. Primers used in this work.

Target gene
SAG2026-1-HindIII
SAG2026-2-AvrII
SAG2026-3-AvrIl
SAG2026-4-ECoRI
CAMP factor ICE_515 tRNA"*RT-PCR fwd
CAMP factor ICE_515 tRNA“*RT-PCR Rev
CAMP factor ICE_515_tRNA"* BamHI fwd
CAMP factor ICE_515_tRNA™* NsiI Rev
Uberis factor U34322.1 fwd
Uberis factor U34322.1 rev
ICE_515_tRNA" integrase fwd
ICE_515_tRNA™ integrase rev
ICE_SUB19608_tRNA"" integrase fwd
ICE_SUB19608_tRNA" integrase Rev
tRNA® AAA Rev
HMPREF9319 0116 fwd
HMPREF9964 2030 fwd
CAMP factor ICE_515_tRNA™* Rev

5°-3’ sequence
AAAAAAAGCTTCATTCCATTTAATAACCATC
AAAAACCTAGGTCACTCGTTGTTCTACAGTA
AAAAACCTAGGAAATAGTGAATATCCCCA
AAAAAGAATTC TGTTAGGATTGGAGTTTAG
ATCATGTCGTAGTTAGTCAAGTTA
TCCGAATCCCATGTCAAC
TTTTTGGATCCAAGTTATTTTGATTTAGGAGGG
TTTTTATGCATGAATATCGCTGTTGCCTT
AAGAGGAATGCTTATGGAA
TCCACCAAATCTCTTCAAC
AAGCGTGAAGCTATGAATGA
CTACCAGCTATGACAACTCCA
AAACGTGAAGCTATGAATGAAG
TTACCAGCTATCACAACACC
GGTTATTGCTGTGGCATACG
CCCTGCAAGCAAATGAGG
CCTCACTTTGCCATTCCT
TCCGAATCCCATGTCAAC
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Supporting Figure S1. Co-hemolytic activity of CAMP factor II in GBS strains.

1 2 M 3 4 kDa
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Supporting Figure S2. SDS-PAGE analysis of the supernant of S. agalactiae NEM316

and NEM316 (ICE_515_tRNA"™®) cultures.
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Supporting Figure S3. Alignment of attR sequence of ICE
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