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Introduction génerale

L’augmentation de la résistance bactérienne aux antibiotiques constitue une menace
pour la sécurité sanitaire mondiale. En effet, si la trajectoire actuelle est maintenue, elle pourrait
étre responsable de la majorité des déces dans le monde a I’horizon 2050 (Figure 1) (Murray et
al., 2022). La crise sanitaire liée a la COVID n’a fait qu’exacerber ce phénomene en entrainant
une hausse de la consommation d’antibiotiques (pour limiter les surinfections) et de
désinfectants, pouvant conduire a I’émergence de résistance aux antibiotiques et aux
antiseptiques. De plus, cette pandémie a mis en évidence le risque que représentent les

pathogenes émergents dans le déclenchement d'épidémies.

Résistance
Antibiotiques
Résistance actuellement
Antibiotiques 1270 000
En 2050 Tétanos
10 000 000 T 60000

Cancer Accident de la

10 000 000 — " route
/ 1200 000
! ~
Choléra / \ R I
100 000- ~— ougeole

120 000 \ 130 000
Diabéte \ Diarrhée
1 500 000 1 400 000

Figure 1 : Mortalité due aux résistances aux antibiotiques prédite en 2050 comparée aux causes de mortalité actuelles. Site
de ’'OMS. D’apres Murray et al., 2022.

La lutte contre I'antibiorésistance est désormais un enjeu majeur de santé publique. Une
coordination entre les différents acteurs et secteurs concernés, en santé humaine, animale et
environnementale est donc nécessaire pour prévenir 1’émergence et la dissémination de
I’antibiorésistance. Cette démarche s’inscrit dans le concept d’une « seule santé » ou « One
Health » mis en avant par ’union européenne (UE) et 1’organisation mondiale de la santé
(OMS). Un des points clé pour contrdler I’antibiorésistance est de limiter la dissémination des

genes d’antibiorésistance (AbR). Certains génes d’AbR sont localisés sur des éléments
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génétiques mobiles (EGM). Les EGM sont des fragments d’ADN pouvant se transmettre d’ une
bactérie a une autre a 1’exception des séquence d’insertion qui, elles, se déplacent au sein du
chromosome bactérien. Ils jouent un role majeur dans la dissémination de geénes d’AbR en
permettant leur transmission entre bactéries d’espéces différentes et leur circulation entre

différents écosystemes (Homme, animal, environnement).

Streptococcus suis est une bactérie pathogéne du porc responsable de pertes
¢conomiques importantes pour les exploitations porcines. Elle est également retrouvée dans la
faune sauvage (oiseaux, sangliers) et est responsable d’infections chez ’Homme (pathogeéne
zoonotique) avec plusieurs €pidémies mortelles rapportées en Asie et des infections humaines
sporadiques en Europe (Gottschalk & Segura, 2019). C’est donc un modele d’étude « One
Health » intéressant. De nombreuses souches de S. suis sont isolées de porcs asymptomatiques
(souches commensales ou de portage isolées lors d’écouvillonnage nasal). D’autres souches
sont isolées de ’appareil respiratoire (souches opportunistes). Enfin, un troisiéme pathotype de
S. suis existe, certaines souches sont en effet capables de franchir la barriere épithéliale et
exprimer différents facteurs de virulence pour engendrer des infections telles que des
méningites, septicémie, arthrite et polysérites (souches cliniques). La présence de facteurs de
virulence chez les souches n’explique pas a elle seule la survenue des infections. Le statut
immunitaire de 1’hote ainsi que les conditions d’¢élevage jouent un rdle non négligeable dans le
processus infectieux. La majorité des cas d’infections a travers le monde sont induits par des
souches de sérotypes particuliers (sérotypes 2, 9 et 3) (Segura, 2020). Pour cette raison, le
typage des souches est régulierement effectué soit par « typage par séquengage multilocus » ou
MLST, soit par des techniques basées sur le séquencage de génome entier (Goyette-Desjardins
Guillaume et al., 2014). S. suis est une bactérie qui présente une forte diversité génomique avec
un pangénome ouvert, c’est-a-dire que chaque nouveau génome séquencé apporte son lot de

nouveaux genes.

S. suis est également un réservoir important de génes d’AbR localisés sur des EGM
chromosomiques (Bellanger et al., 2014; Dechéne-Tempier et al., 2021). Ces EGM se
transférent de fagon horizontale par différents mécanismes. Les EGM porteurs de génes d’AbR,
décrits chez S. suis, sont majoritairement des ¢léments intégratifs conjugatifs (ICE) ou
mobilisables (IME pour « Integrative Mobilizable Elements »). Les ICE s’excisent et se
transférent vers une bactérie receveuse de fagon autonome via la machinerie de conjugaison

qu’ils codent. Les IME sont capables de s’exciser mais doivent parasiter le systéme de
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conjugaison d’un ICE ou d’un plasmide conjugatif pour se transférer vers une autre bactérie
(Guédon et al., 2017). La présence de génes d’AbR sur de tels éléments constitue un risque
important de propagation, mais ces EGM sont encore trés peu étudiés en raison de leur
identification complexe. De plus, certains EGM sont présents en tandem ou sous forme
emboitée (un EGM intégré dans un autre EGM). Enfin, la présence de transposons ou d’autres
¢léments génétiques peut augmenter la diversit¢ d’EGM portant des genes d’AbR chez ce

pathogene.

En France, la surveillance de 1’antibiorésistance des bactéries isolées chez les animaux
malades (dont S. suis chez le porc) est assurée par le réseau Résapath. La mise en place en 2012-
2016 du premier plan “EcoAntibio” a permis de réduire de 37% 1’exposition des animaux aux
antibiotiques. Malgré tout, le rapport annuel de Résapath indiquait en 2019 des taux de
résistance €levés chez S. suis, avec 80% de résistance aux tétracyclines et 60% de résistance
aux macrolides et aux lincosamides. De plus, 2% des souches analysées étaient résistantes aux
B-lactamines. Les P-lactamines comprennent les pénicillines qui sont les antibiotiques
couramment utilisés pour traiter les infections a streptocoques. Afin de limiter 1’usage des
antibiotiques, différents moyens de lutte sont utilisés ou en cours de développement, tels que la

vaccination via un autovaccin, I’utilisation de phages ou encore d’huiles essentielles.
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Chapitre 1 : Revue de la littérature
I.  Streptococcus suis
1. Généralités
a. Identification, classifications et phylogénie des streptocoques

Le genre Streptococcus fut décrit pour la premicre fois par Billroth en 1874 (Billroth,
1874). 11 dépeint alors de petits organismes isolés ou regroupés par paires ou en chainettes de 4
a plus de 20 cellules. Cing ans plus tard, en 1879, Pasteur isole un microorganisme de 1’utérus
et du sang d’une patiente souffrant de la fievre puerpérale, et I’identifie comme étant 1’agent
pathogene responsable de cette maladie. Il nomme ce microorganisme Streptococcus (Pasteur
Louis, 1879). Le terme Streptococcus provient du grec strepto- « otpentog » signifiant tordu ou
simple a plier et -coccus « kOKKo0¢ » signifiant baie (etymonline.com). Il est a noter que ce fiit
la premiére identification de ce microorganisme en tant qu’agent pathogéne dans la littérature

scientifique (Ferretti & Kohler, 2016).

Le genre Streptococcus ne cessa pas ensuite d’étre étoffé par la découverte de nouvelles
especes. Ainsi, en 1881, Pasteur, en France, et Sternberg, aux Etats-Unis, isolent tous deux
Streptococcus pneumoniae chez des patients souffrant de pneumonie (Pasteur, 1881, Sternberg,
1881, Cavaillon & Legout, 2022). De son c6té, Rosenbach identifie Streptococcus pyogenes en
1884 a partir de prélévements de 1ésions suppuratives (Rosenbach, 1884). En 1936, Evans isole

¢galement S. pyogenes a partir d’une plaie purulente chez I’homme (Evans, 1936).

Les travaux antérieurs de Schottmuller en 1903 avaient déja permis de classer les
streptocoques en deux groupes et d’initier une nomenclature pour catégoriser les bactéries
appartenant a ce genre. Dans ces études préliminaires, le choix de la structuration taxonomique
des souches était dépendant de leur capacité a hémolyser le sang présent dans une gélose (Figure
2). Les streptocoques a-hémolytiques sont capables d’une lyse partielle des érythrocytes, au
cours de laquelle I’héme est transformé en biliverdine, un pigment biliaire de couleur verte
comme présenté au centre de la Figure 2 (Abraham & Kappas, 2008). Les streptocoques [3-
hémolytiques sont, quant a eux, capables d’une hémolyse totale (Figure 2 gauche). Un autre
groupe a €té ajouté : les streptocoques y-hémolytiques qui sont incapables d’hémolyser le sang

(Figure 2 droite).
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beta-hemolysis alpha hemolysis gamma hemoly sis s bemetyu
Streplococcus pyogenes Escherichia coli Staphylococcus epidermidis

Figure 2 : Capacité des bactéries a hémolyser le sang contenu dans une gélose au sang (Y. Kusumo Adi Arji Atmanto,
2022).

Grace aux travaux de Schottmuller, Lancefield met au point et publie en 1933, une
méthode de classification des streptocoques hémolytiques basée sur la reconnaissance entre
antigéne et anticorps (Lancefield, 1933) illustré ci-dessous, Figure 3 (Charland et al., 1998).
Cette classification a permis de les séparer en différents groupes (4 groupes : A a D) conduisant
ainsi a une identification plus précise des souches. Cette méthode a ensuite été enrichie afin

d’identifier 21 groupes différents.

Figure 3 : Micrographies ¢lectroniques en transmission de S. suis sérotype 2 : (a) souche 5735-SM stabilisée avec un
antisérum polyclonal de lapin spécifique de type 2, (b) souche 5735-SM stabilisée avec du sérum de lapin normal. Barres
d’échelle de 200nm. Figure titrée de (Charland et al., 1998).

Vers la fin du XXe siecle, I’avénement des techniques de biologie moléculaire a permis
de poser un nouveau regard sur la classification des streptocoques. En bactériologie, on peut
considérer deux souches comme appartenant a la méme espéce si elles présentent au minimum
70% d’identité de séquences (« DNA-DNA hybridization » : DDH) et ce depuis 1987 (Wayne
et al., 1987, Okura et al., 2016). En 1994, Stackebrandt et ses collaborateurs ont suggéré que
l'analyse de la séquence du geéne codant I'ARNr 16S puisse étre utilisée pour définir une espece

chez les bactéries. Cette proposition repose sur la corrélation observée entre les similitudes de
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séquence de I'ARNr 16S et la DDH (Stackebrandt et al., 1994). Leurs travaux ont mis en
évidence qu’en dessous d’une valeur seuil de 97% d’identité des séquences d’ARNTr 168, les
valeurs de DDH correspondantes étaient toujours inférieures a 70%. Cette nouvelle technique
a permis a Kawamura et ses collaborateurs de diviser le genre Streptococcus en sept groupes
distincts. Le groupe le plus large est nommé « Pyogenic », et est suivi des groupes « Mitis »,
« Anginosus », « Salivarius », « Bovis », « Mutans », et enfin, « Unknown », appelé ainsi car
aucun nom ne fiit proposé pour ce groupe (Kawamura et al., 1995, Lal et al., 2011). Ce dernier
regroupe les especes Streptococcus acidominimus Streptococcus pleomorphus et Streptococcus
suis (Figure 4 en rose). Cette classification a été utilisée comme méthode de référence pendant
plus de 50 ans et a depuis été largement complétée par de nouvelles espéces de streptocoques

(Figure 4) (Richter & Rossell6 -Moéra, 2009,Y. Pan et al., 2018).

Cependant, I’utilisation de la DDH pour distinguer les espéces bactériennes a été remise
en question par différents chercheurs qui trouvent cet outil arbitraire et incorrect. Konstantinidis
et Tiedje soutiennent que « une définition de 1'espéce qui ne tient pas compte de I'écologie des
souches, en plus de leur distance évolutive, est problématique en ce qui concerne le contenu en
genes communs et le potentiel phénotypique. » (Konstantinidis & Tiedje, 2005). En effet, les
souches bactériennes partageant une niche écologique acquicrent selon les auteurs des ¢léments
génétiques externes ou des mutations leur permettant une adaptation a leur niche écologique.
Ils soutiennent donc I’idée d’utiliser exclusivement le « core genome », codant pour des
protéines orthologues, pour identifier les especes bactériennes. Le « core genome » ou génome
« de base » est défini comme 1'ensemble des genes homologues présents chez une majorité de
souches et est opposé au « pangénome » représentant lui ’ensemble des geénes retrouvés dans
I’espece bactérienne. Cette méthode utilise I’ANI (« Average nucleotide identity ») et une
valeur de 94% d’ ANI correspond a une DDH de 70%. Quatre ans plus tard, Richter et Rossellon
soutiennent ’utilisation de cette méthode et proposent un seuil de 95-96% d’ANI pour la
définition d’une espéce (Richter & Rosselld -Mora, 2009). L’essor de la comparaison des
«core genomes » est & relier & la démocratisation de techniques de séquencage du génome

entier (WGS) des micro-organismes.

Ces avancées ont permis de définir les streptocoques comme appartenant au phylum des
Firmicutes contenant la classe Bacilli dont fait partie I’ordre des Lactobacillales auquel se

rattache la famille des Streptococcaceae. Le genre Streptococcus compte actuellement plus de
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200 especes selon le site LPSN.dsmz.de «List of Prokaryotic names with Standing in

Nomenclature » fondé en 1997 par Jean P. Euzéby (Parte et al., 2020).
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Figure 4 : Arbre phylogénétique des groupes d'especes de streptocoques (Y. Pan et al., 2018).

b. Taxonomie et classification de Streptococcus suis

Apres avoir parcouru les principales découvertes réalisées autour du genre

Streptococcus, nous nous tournons maintenant plus spécifiquement vers S. suis, 1'espéce

bactérienne au cceur de ce travail de these.
Au début des années 1960, De Moor a utilisé la méthode sérologique développée par
Rebecca Lancefield pour classifier des souches de streptocoques isolées chez des porcs
souffrant de septicémies. A la suite de ses tests, il a identifié des souches de streptocoques qui
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ne correspondaient a aucun des groupes existants a 1'époque. De Moor a identifié¢ quatre sous-
groupes au sein du groupe D de la classification de Lancefield, chacun présentant des réactions
anti-sériques uniques (de Moor, 1963). Le "groupe S" désignait les streptocoques retrouvés
chez les porcelets et le "groupe R" les streptocoques retrouvés chez les porcs adultes. Le
"groupe RS" réagissait quant a lui aux solutions anti-sériques des groupes R et S, tandis que le
"groupe T" ne présentait aucune réaction avec les solutions anti-sériques de 1'époque, y compris

celles des groupes R et S (de Moor, 1963).

Il a fallu attendre 1966 pour qu'Elliott s'intéresse a ces souches et les identifie comme un sous-
groupe du groupe D, proposant de les nommer "Streptococcus suis" (Elliott, 1966). Ce nom a
finalement été officiellement approuvé en 1987 par Kilpper-Balz et Schleifer, qui ont décrit les
souches de S. suis comme de petites bactéries rondes (cocci) d'une taille inférieure a 2 um (de
0,5 a 1 um), généralement isolées, en paires ou formant de courtes chaines (Figure 5), non
mobiles, a coloration de Gram positive, a métabolisme fermentatif et aéro-anaérobie facultatif
(Kilpper-Balz R & Heinz Schleifer K, 1987,Haas & Grenier, 2016). Ce sont des bactéries non

sporulantes et mésophiles (Prescott et al., 2013).

Figure 5 : Microscopie électronique a transmission de cultures de nuit de S. suis P1/7 cultivées dans le milieu Todd Hewitt
(THB) seul (A) ou dans le THB complété par 1/2 CMI d'amoxicilline (B) (Figure tirée de Haas & Grenier, 2016).

ii.  Typage et distribution géographique
a. Seérotypage des souches de S. suis

Lors de l'identification des nouveaux groupes S, R, RS et T par De Moor, celui-ci
expliqua que les souches appartenant a ces groupes présentaient toutes un antigéne différent de
celui des streptocoques identifiés dans la classification de Lancefield (de Moor, 1963). 1l précisa
que ces antigénes étaient des polysaccharides présents dans I’enveloppe cellulaire (Figure 6a).
Trois ans plus tard, Elliott apporta des précisions aux travaux de De Moor en reclassant ces

groupes comme des sous-groupes du groupe D et en caractérisant plus précisément les sucres
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constituant la capsule des souches (Elliott, 1966). 1l proposa de renommer les sous-groupes R,
S, RS en "types capsulaires" 1, 2 et 1/2, tout en expliquant le lien entre la composition
polysaccharidique de la capsule des souches et la réaction sérologique de Lancefield. En effet,
la nature et la taille des chaines polysaccharidiques (Figure 6b) entrant dans la composition des

capsules permettaient de distinguer les différents sérotypes (Elliott et al., 1977).

P1/7 (b)

Sérotype 2

& g
Rk ,_-1:‘,_‘

Souche P1/7 sérotype 2
1078212

® D-glucose

() D-galactose

B N-acetyl-d-glucosamine

A L rhamnose

& N-acetyl-d-neuraminic acid

o

Souches non typables

Figure 6 : Structures polysaccharidiques composant la capsule de S. suis. (a) Visualisation de la capsule de S. suis par
microscopie électronique a transmission. Grossissement : 80 000 X (Bonifait et al., 2011). (b) Structures des polysaccharides
composant la capsule des souches de sérotypes 2 (Goyette-Desjardins et al., 2018).

En tout, 35 sérotypes ont été identifiés sur la base de réactions sérologiques dirigées
contre la capsule polysaccharidique (CPS), en utilisant des tests de coagglutination, de réaction
capsulaire et de précipitation capillaire : les sérotypes 1, 2, 1/2, 3 a 34 (Goyette-Desjardins et

al., 2014, Segura et al., 2017).

Cependant, en 2000, le séquencage de I'ADNr 16S et du géne cpn60 des souches de
référence appartenant aux sérotypes 32 et 34 a révélé qu'elles appartenaient a l'espece
Streptococcus orisratti (Hill et al., 2005). Le séquencage des génes sodA4 et recN a ensuite
conduit a I'exclusion des sérotypes 20, 22 et 26, qui ont été reclassés comme appartenant a

l'espece Streptococcus parasuis (Nomoto et al., 2015), et le sérotype 33 a été identifié comme
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appartenant a l'espece Streptococcus ruminantium (Tohya et al., 2017). Ces avancées ont donc

réduit le nombre de sérotypes au sein de 'espece S. suis a 29.

Les tests de coagglutination, historiquement utilisés pour sérotyper les isolats de S. suis,
sont de plus en plus remplacés par des tests moléculaires dans la mesure ou peu de laboratoires
d’analyses ont acces a I'intégralité des antisérums de référence dirigés contre les 29 sérotypes
de S. suis. De plus, certains isolats n’exprimant pas de capsule lors de la culture bactérienne,
seule la détection génomique de leurs loci cps peut permettre de les sérotyper. Par conséquent,
différents tests PCR, basés sur I’amplification des genes cps des différents sérotypes de S. suis,
ont été¢ développés. En 2014, Okura et ses collaborateurs, ont proposé une technique de PCR
multiplex en deux étapes (Okura et al., 2014). Du fait de sa simplicité, sa rapidité, mais
¢galement son colit relativement faible, cette technique a été adoptée par la communauté
scientifique. Elle présente néanmoins des limites, en particulier I’incapacité de discriminer les
sérotypes 2 et 1/2 ainsi que les sérotypes 1 et 14. Afin de remédier a cette lacune, d’autres
méthodes de laboratoire faisant appel au séquencage ou a la PCR ont été¢ développées (Athey
etal., 2016, Lacouture et al., 2020, Matiasovic et al., 2020). Malgré 1’ensemble de ces méthodes
de laboratoires, coagglutination, PCR et séquencage, de nombreuses souches restent non-

typables.

Ces souches non-typables expriment de nouvelles capsules ou représentent de nouveaux
sérotypes (Goyette-Desjardins et al., 2014, Bojarska et al., 2019). C’est le cas du sérotype Chz
découvert chez des porcs atteints de méningite (Pan et al., 2015). De plus, de nouveaux loci cps
(NCL) codant une capsule plus épaisse ont été caractérisés (NCL1 a NCL 26) (Goyette-
Desjardins et al., 2014, Okura et al., 2016, Qiu et al., 2016, Zheng et al., 2015, Zheng et al.,
2017, Huang et al., 2019).

b. Typage génomique et MLST des souches de S. suis

Le sérotypage paraissant insuffisant pour caractériser les souches de S. suis, des
méthodes alternatives, basées sur la séquence génomique ont été développées : la
macrorestriction enzymatique et 1’électrophorése en champ pulsé¢ (PFGE), I’amplification
aléatoire d’ADN polymorphique (RAPD), le polymorphisme de taille de fragment amplifié
(AFLP), le polymorphisme de taille de fragments PCR apres restriction enzymatique (RFLP),
le ribotypage, 1’analyse multilocus du polymorphisme de répétitions en tandem (MLVA) et le
typage par séquencage multilocus (MLST) (King et al., 2002, Goyette-Desjardins et al., 2014,
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Priifer et al., 2019, Matajira et al., 2020). Cette derniére méthode est devenue la méthode de
référence ou « gold standard » pour typer S. suis (Goyette-Desjardins et al., 2014, Hatrongjit et
al., 2020). Elle est basée sur les séquences nucléotidiques de fragments internes de 7 génes de
référence présents chez toutes les souches de S. suis et dans lesquels les mutations sont

supposées étre neutres (Tableau 1):

Tableau 1 : Génes de référence pour le MLST des souches de . suis.

Géne Fonction
cpn60 (= groEL) Protéine chaperone
aroA Biosynthése d’acides aminés aromatiques
dpr Résistance aux stress environnementaux
gki Glucose kinase
mutS Réparation des dommages a I’ADN
recA Recombinaison homologue
thrd Homosérine déshydrogénase

Pour chaque locus, les différentes séquences nucléotidiques se voient attribuer des
numéros alléliques et leur combinaison définit un « sequence type » (ST) (Arends & Zanen,
1988, King et al., 2002, Okura et al., 2016, Hatrongjit et al., 2020). Les isolats qui partagent le
méme ST sont supposés partager un ancétre commun récent. En raison du nombre élevé
d’alleles pour chacun des sept loci, il est statistiquement improbable que des isolats aient le
méme profil par hasard (King et al., 2002, Glazunova & Ronique Roux, 2009, Hatrongjit et al.,
2020). En 20 ans, 3665 séquences alléliques ont ainsi pu étre identifiées au sein de I’espéce
S. suis a travers le monde (données disponibles sur le site

https://pubmlst.org/organisms/streptococcus-suis  10.09.23 (Jolley et al., 2018)). Les ST

peuvent étre regroupés par complexe clonal (CC), défini comme un groupe de ST ayant au

moins six alléles en commun (Wu et al., 2023).

D’autres méthodes, basées sur le WGS, permettent le typage de S. suis. Elles reposent
soit sur I’analyse de variations de séquence (« Single Nucleotide Polymorphism » ou SNP) soit
sur ’analyse d’alléles, MLST mais sur un panel de génes plus large (Hatrongjit et al., 2020).
Par exemple, un typage basé sur le « core minimal genome » (MCG) a permis de séparer les

souches isolées chez I'homme des souches isolées chez 1'animal et de séparer les souches
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responsables d’épidémies de celles causant des infections moins séveres ou sporadiques (C.
Chen et al., 2013). Certaines souches dites « divergentes » pouvant étre responsable de cas
d’infection présentent un core génome réduit (Baig et al., 2015). Chez S. suis, le génome a une

une taille comprise entre 1,7 et 2,7 Mb (Paolo Lee & Andam, 2022).

c. Distribution mondiale des sérotypes, des séquences types (ST) et des complexes

clonaux (CC) de S. suis.

Bien que le sérotype 2 soit prédominant dans les cas d’infection humaine a travers le
monde (74,7%), 1l faut noter que le sérotypage des souches n’est pas systématiquement effectué
(Goyette-Desjardins et al., 2014, Segura et al., 2017). En effet, dans le monde 23% des
publications rapportant des cas cliniques ne précisent pas le sérotype de la souche et ce
pourcentage atteint 37% en Europe (Goyette-Desjardins et al., 2014) De plus, les sérotypes 4,
5,9, 14, 16, 21, 24 et 31 peuvent induire des cas pathologiques de facon sporadique chez
I’Homme (Arends & Zanen, 1988,Gottschalk et al., 2007 , Nghia et al., 2008, Kerdsin et al.,
2009, Kerdsin et al., 2011, 2016, 2017, 2020, Callejo et al., 2014, Gustavsson & Ramussen,
2014, Taniyama et al., 2016, Votsch et al., 2018, Hatrongjit et al., 2020). Certains de ces articles
relatent également la présence de facteurs de risques tel que la cirrhose du foie ou une
immunodéficience. Les auteurs émettent comme hypothése qu’en absence de ces pathologies
pré-existantes chez les patients, ces sérotypes auraient un pouvoir pathogéne moindre (Arends

& Zanen, 1988, Nghia et al., 2008, Kerdsin et al., 2009, Votsch et al., 2018).

Parmi les cas d’infection identifiés chez le porc dans le monde entier entre 2002 et 2013,
la majorité (67,1%) ont été décrits en Amérique du Nord avec pour sérotypes, les sérotypes 2
(27,9%), 9 (19,4%) et 3 (15,9%) (Goyette-Desjardins et al., 2014, Segura et al., 2017). En
Europe, le sérotype 9 est le plus décrit dans les cas pathologiques chez le porc. Il est suivi par
les sérotypes 2, 7, 8 et 3 (Goyette-Desjardins et al., 2014). En France, dans les ¢levages porcins,
les sérotypes 2 et 9 prédominent (représentant a eux deux 50% des isolats). Ils sont suivis par

les sérotypes 7, 3 et 1 (Labocéa, com. pers.).

Une étude mondiale de la répartition géographique des différents ST (Figure 7) a mis
en évidence une dominance des ST25 et ST28 en Amérique du Nord et de la ST1 en Europe et
en Asie (Estrada et al., 2019). L’analyse des CC a confirmé I’omniprésence du CC1 comme

I’illustre la Figure 8 (Schultsz et al., 2012, Hatrongjit et al., 2020, Wu et al., 2023). Ce CC inclut
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d’autres ST que le ST1 en particulier le ST7, responsable des épidémies de 1998 et 2005 et est
principalement présent en Chine (Goyette-Desjardins et al., 2014).
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Figure 7 : Principaux ST parmi les souches de S. suis de sérotype 2 identifiées entre 2002 et 2013 (Segura et al., 2017).

Une ¢étude de 2012 menée sur 148 souches de S suis (24 souches d’origine humaine et
124 souches d’origine porcine) a permis d’identifier le CC1 (n=58%) et de pointer I’émergence
du CC20 (42%) au Pays-Bas pour les souches d’origine humaine alors que le CC16 (50%) était
présents chez des infections d’origine porcine (Schultsz et al., 2012, Hatrongjit et al., 2020).
Les CC25 ou CC28 ont été signalés en Amérique du Nord, en Asie et en Australie mais sont
peu fréquents en Europe (Figure 8) (Goyette-Desjardins et al., 2014, Groves et al., 2015,
Kerdsin et al., 2018, Oh et al., 2018). Enfin, les CC104 et CC233/379 semblent endémiques en
Thailande (Figure 8) (Hatrongjit et al., 2020).
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Figure 8 : Principaux complexes clonaux de S. suis a l'origine d'infections chez I'homme et le porc. CC1 est apparenté a CC17,
tandis que CC17 est étroitement li¢ 2 CC16. CC16 et CC87 sont apparentés via ST15 et ST89. CC25 et CC28 sont apparentés
via ST856. Les autres CC sont indépendants (Hatrongjit et al., 2020).

Il en va de méme pour les CC27 et CC1832 récemment identifiés sur ce territoire (Wu
et al., 2023). La surveillance des souches par 1’identification des ST et leur regroupement en

CC permet d’observer I’émergence de nouveaux ST sur un territoire donné.
iii.  Infection et transmission de S. suis

Deux mammiferes omnivores de la famille des suidés constituent le réservoir naturel de
S. suis : Sus scrofa (le sanglier) et Sus domesticus (le porc) (Baums et al., 2007, Sanchez del
Rey et al., 2014, Votsch et al., 2018). Ceci n’est pas étonnant puisque le porc est issu de la
domestication du sanglier et qu’il fit longtemps considéré comme une sous-espece du sanglier
(Sus scrofa domesticus) (Gentry A. et al., 2004). S. suis peut aussi infecter d’autres animaux
tels que les lapins, les moutons, les chevres, les vaches, les chiens, les chats, ou encore les

oiseaux (Figure 9) (Segura, 2020).
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Figure 9 : Voies de contamination de S. suis et pathologies induites. C. Marois-Créhan com. pers.

a. Chez le porc

Sources de contamination et facteurs de risques

La transmission de S. suis se fait par contact direct entre un animal porteur de la bactérie,
malade ou non, et un animal sain. Il existe deux voies de contamination reconnues a ce jour : la
premicre survient pendant la mise-bas du porcelet, celui-ci s’infecte par contact direct avec la
flore vaginale contaminée de la truie et la deuxiéme voie de contamination survient elle, a tout
age de I’animal et consiste en un contact physique groin a groin entre un porc malade ou porteur
asymptomatique, et un porc sain (Clifton-Hadley et al., 1984, Giang et al., 2020). Toutefois,
d’autres voies possibles de contamination ont été rapportées dans la littérature : via
I'environnement, le personnel ou les équipements (Madsen L.W et al., 2001, Madsen et al.,
2002, Berthelot-Hérault et al., 2002, Marois et al., 2007, Dekker et al., 2013, Bonifait et al.,
2014, Giang et al., 2020).
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Les fréquences de transmission de S. suis au sein des exploitations varient en fonction
de I’age des porcs mais €galement de la conduite des élevages (Gottschalk & Segura, 2019).
Différents facteurs aggravants ont été identifiés tel que le sevrage ou le mélange de différentes
portées. Ces facteurs ont une influence sur la fréquence et/ou l'intensité des contacts entre porcs
et donc sur la transmission de S. suis (Dekker et al., 2013). Plusieurs facteurs prédisposants au
déclenchement de la maladie ont été décrits : la surpopulation porcine, le manque de ventilation,
les conditions climatiques extrémes, de faibles conditions d’hygiéne, la pollution de 1’air avec
un fort taux d’ammoniac ainsi que tout autre facteur induisant un stress chez 1’animal (Figure
10) (Dee SA et al., 1993, Voétsch et al., 2018, Obradovic et al., 2021). La présence de maladies
intercurrentes en ¢élevage influence également la sensibilité des porcs a S. suis (Gottschalk &
Segura, 2019). En effet, différentes études ont montré I’'impact délétére pour 1’hdte d’une
infection induite par S. suis couplée a une infection induite par des virus respiratoires tel que le

« Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus » ou PRRSV (Obradovic et al., 2021).
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Figure 10 Facteurs prédisposants a l'apparition de signes cliniques suite a une infection par S. suis. D’aprés Obradovic et al.,
2021.

~

Cloutier et ses collaborateurs ont mis en évidence la part non négligeable que représente

I’Hoéte dans le développement des symptdmes : en plus de I’age, I’indice de santé de 1’animal,
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notamment I’immunosuppression ou encore les facteurs génétiques joueraient un role (Cloutier
et al., 2003, Postma et al., 2015, Obradovic et al., 2021). L’infection par S. suis et le

développement de pathologies est donc multifactorielle.
Symptomes, diagnostic et traitement

Les symptomes li€s a une infection par S. suis chez le porc ont largement été¢ décrits
dans la littérature au cours des 70-80 derniéres années. Les manifestations cliniques induites
sont principalement liées a une atteinte systémique (hyperthermie, apathie) et/ou neurologique
(symptdmes méningés) et/ou articulaire (boiteries, réticence au déplacement). Il a été estimé
que le taux de mortalité pour les porcs infectés par ce pathogene a travers le monde était de
20% (Higgins R & Gottschalk M., 2006). D’autres maladies induisent les mémes signes
cliniques visibles, il est donc important de réaliser un diagnostic de laboratoire avec une culture
bactérienne et des tests biochimiques tels que 1’absence de croissance en gélose NaCl a 6,5 %,
ou encore la présence d’une hémolyse alpha sur gélose au sang. L’identification des colonies
suspectes par spectrométrie de masse (Maldi-Tof) s’est démocratisée ces dernic¢res années dans
les laboratoires de diagnostic. Le sérotypage avec un test d'agglutination ou un test PCR peut
¢galement étre effectué comme décrit dans la partie Typage génomique et MLST des souches

de S. suis précédemment page 10.

Une fois le diagnostic posé, les porcs malades sont traités principalement par des anti-
inflammatoires et des antibiotiques (Higgins R & Gottschalk M., 2006). Une étude, réalisée en
2002 par I'AFSSA sur 110 souches francaises (isolats cliniques n=83, isolats non cliniques
n=27) a montré¢ que la totalit¢ des souches était sensible aux P-lactamines (pénicilline,
amoxicilline, et céftiofur). En revanche, I’étude a mis en évidence un taux de résistance ¢levé
vis-a-vis de la tétracycline (79%), et de I'érythromycine (30%) (Marie et al., 2002). Peu d’études
sur les souches de S. suis isolées en France sont disponibles, hormis les rapports annuels du
réseau de 1’épidémiosurveillance de l'antibiorésistance des bactéries pathogeénes animales «
Résapath» (Anses, 2019). En 2019, le rapport fait état de 79% des souches de S. suis testées
comme résistantes aux tétracyclines et que 67-71% sont résistantes aux macrolides-
lincosamides. Il souligne la différence entre les taux de résistance a la tétracycline qui sont
restés les mémes en 17 ans alors que la résistance aux macrolides a elle doublé en 18 ans ;mais
¢galement que 0,5% des souches présentent une résistance a 'amoxicilline et 3% a l'oxacilline.
A noter que les infections a S. suis sont traitées avec des P-lactamines (dont font partie les
pénicillines).
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Une alternative aux antibiotiques est la vaccination, celle-ci serait trés rentable pour
l'industrie porcine et intéressante en termes de santé¢ animale et santé publique (Postma et al.,
2015). Cependant, la vaccination contre S. suis doit faire face a d'importants défis. En effet, la
variabilité génétique de la capsule de S. suis rend difficile le développement d'un vaccin
universel. Les autovaccins (ou vaccins autogeénes) sont souvent utilisés en ¢élevage (Haas &
Grenier, 2018, Segura, 2020). Le développement d'un autovaccin nécessite de récupérer les
bactéries ayant infecté les animaux d’une ferme et de les utiliser sous forme inactivée pour
vacciner les autres animaux de cette méme ferme uniquement (Figure 11) (Tan et al., 2019).
Les autovaccins sont employé€s pour prévenir les infections a S. suis, mais ne peuvent pas traiter
une infection existante. Ils sont utilisés chez les porcelets ou les truies, méme si peu de données
sont disponibles quant a leur efficacité. Cependant, celle-ci semble d’autant meilleure que
d’autres facteurs, tel que la biosécurité, sont maitrisés. L’autovaccination présente deux
contraintes majeures. La premicre est liée aux possibles effets secondaires du vaccin. Pour
minimiser les risques, il est recommandé de tester l'autovaccin sur une fraction de porcs avant
de vacciner I'ensemble du troupeau (Haesenbrouck et al., 2004). La deuxiéme contrainte est de
s'assurer que la souche isolée et utilisée pour fabriquer I'autovaccin correspond bien a la souche
pathogéne présente dans 1'élevage, et non a une souche commensale. En effet, si la souche
utilisée n'est pas celle qui a induit la maladie, I'autovaccin pourrait se révéler potentiellement
inefficace. Un guide retracant les étapes des prélévements en élevage a été rédigé par Ceva

Biovac en collaboration avec Labofarm pour guider les professionnels dans leur démarche.
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Figure 11 : Démarches pour I’administration d'un autovaccin (ou vaccin autogéne). D’aprés une figure CEVA BIOVAC.

L'efficacité de ces autovaccins dépend de nombreux facteurs : la nature de la souche
(sérotype, ST), la concentration bactérienne, la méthode d'inactivation des bactéries et des
adjuvants utilisés (Segura, 2020). L'efficacité réelle des autovaccins est donc encore débattue.
Les recherches se concentrent maintenant sur 1’identification de facteurs contribuant a la
virulence de S. suis et sur I'analyse de leurs propriétés immunogenes dans le but de développer
un vaccin universel capable de conférer une protection (universelle) contre S. suis (Haas &

Grenier, 2018, Tan et al., 2019).

Idéalement, ces antigénes doivent étre exprimés a la surface de tous les sérotypes
virulents afin de stimuler le systéme immunitaire et étre accessibles aux anticorps de 1'héte.
Plusieurs facteurs de virulence tels que la MRP, la suilysine, le facteur extracellulaire ou encore
I’antigéne SAO (« Surface Antigen One ») ont été étudiés comme candidats potentiels pour le
développement d'un vaccin (Jacobs et al., 1996, Wisselink et al., 2001, Y. Li et al., 2006, Y. Li
etal., 2007, Du et al., 2013, Hsueh et al., 2017). Ces protéines sont présentes dans presque tous
les sérotypes de S. suis et, malgré des tailles variables, elles restent conservées au sein de
l'espece. Des tests in vivo sont en cours pour tester 1’efficacité de ces candidats aux vaccins
chez le porc (Hsueh et al., 2017). On peut également citer, les vaccins 8 ARNm, pour lesquels
’activité contre les bactéries a été rapportée pour la premiere fois dans un modele préclinique

de souris infectées par des streptocoques de groupe A et B (Maruggi et al., 2017). Cette nouvelle
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approche vaccinale pourrait explorer différents transcrits (ARNm) codant des protéines
immunogenes bactériennes comme candidats potentiels pour 1’élaboration d’un vaccin a

ARNm (Maruggi et al., 2017, C. Zhang et al., 2019).

Une autre alternative aux antibiotiques pourrait étre envisagée, la phagothérapie qui
visent a utiliser des virus ou phages qui sont capables d’induire la lyse d’une bactérie cible de

fagon spécifique (Figure 12).

C'est quoi
la phagothérapie ?
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ciblée par le phage
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Figure 12 : Principe de la phagothérapie (iconographie Inserm).

Peu de bactériophages lytiques infectant S. suis sont connus. On peut tout de méme citer
le phage lytique SMP infectant des souches de S. suis sérotype 2 (Ma & Lu, 2008a), mais aussi
les quatre bactériophages lytiques, SS1, SS2, SS3 et SS4 (Laddika et al., 2021). Le spectre
d’efficacité le plus grand a été observé pour les phages SS1, SS2 et SS3 montrant une activité
lytique contre les sérotypes 1/2, 2, 3,7 et 9 de S. suis, tandis que le phage SS4 s'est avéré lytique
uniquement contre les sérotypes 2 et 7. Ces bactériophages codent des lysines qui hydrolysent
les liaisons peptidoglycanes de la paroi cellulaire bactérienne tuant ainsi les bactéries cibles
plus vite qu’aucun agent non chimique connu (Gilmer et al., 2017). Des dérivés de
bactériophages peuvent donc également étre utilisés tels que la lysine PlySs2 ou encore Csl2
(Gilmer et al., 2017, Vazquez et al., 2017, X. X. Li et al., 2023). La compréhension des
interactions hote-bactériophage est essentielle pour leurs utilisations en tant qu'agents
thérapeutiques spécifiques contre S. suis. Ces interactions comprennent tout d’abord la

préservation des prophages dans les génomes des hotes. Une étude de 2022 a montré

37|Page



I’omniprésence de prophages (91,7%) dans les génomes de 133 souches de S. suis étudiées
(Osei et al., 2022). Les bactéries hotes peuvent se défendre contre ces bactériophages grace a
I'expression de systémes de défense. Parmi ces systémes, on peut citer les syst¢tmes RM
(Restriction-Modification). La majorité d’entre eux reposent sur une premicre étape de
méthylation de I’ADN bactérien et une deuxiéme étape de restriction utilisant une activité
endonucléase coupant les ADN non méthylés, ce qui permet une discrimination du soi et du
non soi . Des systéemes RM sont présents dans 90,2% des génomes de S. suis étudiés (Hampton

et al., 2020, Osei et al., 2022).

Enfin, d’autres études réalisées en laboratoires ont mis en évidence 1’activité anti-S. suis
de différentes huiles essentielles notamment celle réalisée a partir de clou de girofle et ayant
comme principe actif I’eugenol (Wongsawan et al., 2019). L'extrait de rhubarbe aurait un effet
inhibiteur sur la formation de biofilm de S. suis en monoculture, notamment grace a son
compos¢ actif, I'anthraquinone (Ding et al., 2017). L'huile essentielle de pivoine, contenant la
paeoniflorine et l'albiflorine, a quant a elle un effet inhibiteur sur le niveau de transcription de
luxS, ce qui entralne des effets inhibiteurs sur le « quorum sensing » (systetme de
communication utilisé par les bactéries dépendant de la densité cellulaire) et la formation de
biofilm (Li et al., 2022). Ces études ont mis en évidence des molécules ayant une activité anti-
S. suis et/ou anti-biofilm de S. suis mais d’autres études sont nécessaires afin d’étudier la
faisabilité d’un tel traitement. Le développement de vaccins, la phagothérapie et ces nouvelles
approches pourraient permettre de réduire 1'utilisation d'antibiotiques dans les élevages (Postma

et al., 2015, Collineau et al., 2017, Ducrot et al., 2022).
Perte économique

Lorsqu’un cas d’infection par S. suis est identifi¢ dans un élevage, les porcs malades
doivent étre isolés, en partie pour leur propre bien mais aussi parce qu'ils diffusent de grandes
quantités de bactéries virulentes dans leurs sécrétions nasales ou buccales. Les animaux
recoivent alors un traitement médicamenteux a base d’antibiotiques (p-lactamines) et restent
isolés jusqu’a leur rétablissement (Higgins R & Gottschalk M., 2006). Les traitements et soins
particuliers apportés aux porcs infectés par S. suis représentent un colit important pour les
exploitations, estimé en moyenne a 0,60€/porc en Espagne, a 0,96€/porc au Pays-Bas et a
1,30€/porc en Allemagne (Neila-Ibafiez et al., 2021). Hélas, aucune estimation n’est disponible

pour la France, a ma connaissance.
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Lorsque I’isolement et la médication des animaux n’est pas/plus possible, leur mise a
mort est alors nécessaire. Elle représente, 1a encore, un colit important dans la mesure ou ces
porcs sont impropres a la vente. De plus, 1’éleveur doit éliminer les carcasses par équarrissage,
filiere spécialisée d’¢limination des cadavres animaux qui a un cott puis, réaliser un nettoyage
et une désinfection minutieuse des installations (Code du travail : articles R. 4421-1 a R. 4427-
5 et D 4152-3). Toutes ces mesures sanitaires permettent de prévenir les contaminations mais

représentent un colit économique ¢élevé pour les exploitations porcines.
b. Chez I’Homme

Sources de contamination et facteurs de risque

Chez ’Homme, la contamination par S. suis peut se produire par contact direct avec le
porc malade ou sa carcasse via des 1ésions cutanées généralement localisées sur les mains. Cette
voie de transmission concerne surtout les personnes qui travaillent en contact avec des animaux
malades ou leurs carcasses, notamment les éleveurs, le personnel des abattoirs ou encore les
bouchers (Ho et al., 2011, Rayanakorn et al., 2018). L’origine de contamination peut également
étre I’ingestion de produits alimentaires contaminés. Pour des raisons culturelles, cette voie est
plus répandue dans le sud-est de 1’ Asie que dans le reste du monde. En effet, la consommation
de viande de porc crue ou insuffisamment cuite est courante dans cette région du globe. C’est
notamment le cas au Vietnam ou par exemple : le «tiet canh » et le « nem chua » (Figure 13)
sont deux plats composés de sang ou de viande de porc crue fermentée (Pham Hai Vu & Marie-

Vivien Delphine, 2017).

> -

F

Tiét Canh Nem Chua

Figure 13: Deux plats vietnamiens utilisant du sang et/ou de la viande de porcs crue

En mars 2021, un foyer épidémique, avec 19 cas confirmés de septicémie et de
méningite ayant entrainé deux déces, a été rapportée dans la province de Nakhon Ratchasima,

en Thailande (Brizuela et al., 2023). L’¢tude révele que la source de contamination est liée a la
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consommation d’un plat a base de porc crue lors d’une cérémonie bouddhiste. Historiquement
en Asie et notamment en Chine, deux épidémies de S. suis ont ont eu lieuchez 'Homme (H. Yu
et al., 2006). La premicere était localisée dans la province de Jiangsu en 1998, et elle a touché
25 personnes, parmi lesquelles 14 sont décédées. L’origine de contamination n’avait pas été
mise en évidence au cours de cette premicre épidémie. La deuxiéme épidémie est survenue dans
la province du Sichuan en 2005 : 204 personnes ont été contaminées dont 38 sont décédées.
L’origine de contamination a été identifiée : une exposition a des carcasses de porcs
contaminés. Le gouvernement chinois a alors mise en place des moyens de prévention et de
controle. Depuis, la prévalence des infections a S. suis chez ’Homme a diminué dans les
différentes provinces de Chine (Liu et al., 2023). En France, les cas d’infection chez I’ Homme
sont rares moins d’un cas par an et ils sont souvent liés & la manipulation de carcasses de

sanglier contaminées (Bensaid et al., 2003).

Il est a remarquer que 1’infection de S. suis chez ’Homme est majoritairement décrite
chez des individus en bonne santé. Toutefois, 1’age, I’hygiéne de vie et la condition physique
(immunosuppression) ont été dépeints comme étant des facteurs de risque pouvant accroitre la
sensibilité¢ des personnes a I’infection par S. suis (Arends & Zanen, 1988, Ma & Lu, 2008). Il
est a noter que Kerdsin et ses collaborateurs ont rapporté un cas d’infection par S. suis chez une
enfant de deux ans, sans qu’il n’y ait eu a priori de contact avec des suidés (porcs ou sanglier)
(Kerdsin et al., 2016). Etant donné le jeune age de la patiente et le fait qu’elle soit décédée peu
de temps apres son admission en milieu hospitalier, la voie de contamination s’avere sujette a
hypotheses. L’enfant a peut-étre mis a la bouche un morceau de viande sans que les adultes qui
cuisinaient ne 1’aient vue. Il est également envisageable qu’elle soit entrée en contact avec un

autre animal, non-suidé, porteur de cette bactérie pathogene.

Selon I’INRS, la période médiane d’incubation de cette bactérie pathogene est estimée
a deux jours. Les symptomes courants d’une infection par S. suis sont la fievre, des maux de
téte, des frissons et des arthralgies. Le tableau clinique régulierement décrit est celui de la
méningite fébrile et de la septicémie avec quelques fois un syndrome de type choc toxique
streptococcique (Arends & Zanen, 1988, J. Tang et al., 2006, Nghia et al., 2008, Kerdsin et al.,
2011, 2016, Callejo et al., 2014, Gustavsson & Ramussen, 2014, Taniyama et al., 2016, Segura
et al., 2016, Votsch et al., 2018, Hatrongjit et al., 2020). Cependant, d’autres formes cliniques
existent. Ainsi, des cas de pneumonie, d’endocardites ou encore de péritonites ont été décrits.

A savoir qu’au niveau mondial, le taux de mortalité est de 12,8% (Huong et al., 2014). Par
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ailleurs, des phénomenes de surdités séquellaires sont fréquemment constatés chez les
survivants de méningites. Cela étant, le diagnostic d’une infection par S. suis est d’abord basé
sur I’observation des symptomes. Si le médecin soupgonne une méningite, le patient sera traité
avec des antibiotiques. Le traitement sera ensuite complété/réajusté par les résultats des
analyses microbiologiques avec notamment les résultats des antibiogrammes. L’isolement de
la bactérie aprés mise en culture de prélévements biologiques (sang, liquide céphalo-rachidien)

est un prérequis pour pouvoir traiter efficacement 1’infection (Prescott et al., 2013).
Impact socio-économique

L’impact socio-économique des infections a S. suis chez I’ Homme est multifactoriel. Les
premicres victimes en sont les individus contaminés qui se retrouvent dans 1’incapacité de
produire un travail rémunéré. Par corollaire, ceci peut fortement impacter leur sphére familiale.
Ce phénomene est d’autant plus vrai s’ils sont issus de foyers modestes. Le colit d’une telle
infection pour 1’individu et la collectivité n’a pas été étudi¢ en France. La France posseéde une
culture et un systeme de santé qui lui est propre ainsi la comparaison du cotit socio-économique

d’une telle infection avec d’autres pays est hasardeuse et ne sera pas développé ici.
iv.  Pathogenése de S. suis et facteurs de virulence

Les différents facteurs de virulence dont dispose cette bactérie pour coloniser son héte et
échapper a son systéme immunitaire et les étapes de la pathogenése, c’est-a-dire le processus

d’infection induit par la colonisation de S. suis, sont décrits ci-dessous.
a. Les facteurs de virulence de S. suis

S. suis est une bactérie commensale, c’est-a-dire qu’elle peut étre présente chez les porcs
sans forcément engendrer une réponse du systeme immunitaire de 1’hote (Segura et al., 2016).
Certaines souches dites « opportunistes » peuvent étre retrouvées au niveau de 1’appareil
respiratoire inférieur (poumons). D’autres souches sont capables de franchir la barriere
épithéliale pour provoquer des infections. L’expression de divers facteurs de virulences va étre
nécessaire au cours des différentes étapes de I’infection. Ces facteurs localisés au niveau de la
paroi cellulaire de la bactérie ou sécrétés vont permettre a S. suis de s’adapter rapidement a son
environnement (Figure 14). La présence du microorganisme pathogeéne et I’expression de ses
facteurs de virulence vont entrainer toute une cascade de signalisation aboutissant a une réponse
immunitaire chez I’héte.
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Figure 14 : Facteurs associés a la virulence de S. suis.

Néanmoins, tous les facteurs présentés ci-dessus ne sont pas forcément exprimés chez
une souche pathogene et la désignation de certains en tant que facteurs de virulence fait débat
dans la communaut¢ scientifique. Nous emploierons donc plutot le terme de « facteurs associés
a la virulence ». Un consensus existe pour les facteurs de virulence MRP (« muramidase-
released protein »), EPF («extracellular protein factor ») et SLY (suilysine) qui sont
couramment utilisés pour le pathotypage des souches. La présence des marqueurs mrp et epf a
¢été décrite chez les souches pathogenes des 1991 par Vecht et col., le phénotype mrp+ epf+

induisant une réponse du systéme immunitaire chez I’hote (Vecht et al., 1991). L’étude de ces

42| Page



deux facteurs de virulence a permis en 1996 de concevoir la virulence des souches de S. suis
comme multifactorielle ¢’est-a-dire que plusieurs facteurs (certains étant interchangeables) sont
impliqués dans la virulence des souches et qu’aucun facteur de virulence n’est indispensable
(H. E. Smith et al., 1996). L’identification de la suilysine chez S. suis est concomitante a
I’identification de la Mrp et de ’Epf (Jacobs et al., 1994). Néanmoins, dés les années 2000
apreés 1’étude de souches isolées au Canada et en France, des disparités dans les profils de
virulence des souches sont constatées en fonction de I’origine géographique des souches. En
effet, la majorité des souches pathogénes au Canada présentent un profil MRP- et EPF- (72%
des souches pathogenes publi¢es en 1998) et seulement une souche (sur les 98 testées) produit
de la suilysine (Gottschalk et al., 1998). Pour les souches francaises, 46% des souches
pathogénes de sérotype 2 présentent un profil MRP+ EPF- SLY- (Berthelot-Hérault et al.,
2000). Depuis, d’autres marqueurs de virulence ont été proposés allant jusqu’a plus d’une

centaine décrits dans la littérature (Segura et al., 2017).
b. Entrée dans [’organisme hote

La premiére étape est la contamination des porcs qui peut avoir lieu par blessures
transcutanées ou via la sphére oro-pharyngée (Segura et al., 2016). La souche est qualifi¢e de
pathogeéne des lors qu’elle franchit la barriere épithéliale de 1’hdte (Fittipaldi et al., 2012). Cette
derniére constitue une entrave mécanique a 1’accés aux tissus de 1’hote sans solliciter pour

autant les acteurs du systeme immunitaire spécifique (Fittipaldi et al., 2012, Segura et al., 2016).
c. Adhésion aux cellules épithéliales de I’hote

La deuxiéme étape du processus infectieux consiste en l’adhésion aux cellules
¢pithéliales et en leur invasion. Au niveau de la sphére oro-pharyngée, se trouve le tissu
lymphoide amygdalien. Celui-ci est recouvert d’un épithélium muqueux présentant des
invaginations profondes formant de nombreuses cryptes ramifiées. Il semblerait que ces
derniéres soient le principal point d’entrée de S. suis dans I’organisme (Fittipaldi et al., 2012,
Segura et al., 2016).Pour pouvoir envahir le tissu épithélial, il a ét¢ démontré que S. suis utilise
différents mécanismes. La sécrétion d’adhésines au niveau de sa surface permet la fixation de
S. suis aux cellules épithéliales (Figure 15). Ces adhésines sont multiples : 1’énolase, Fbps
(« fibronectin-fibrinogen binding proteins »), I’adhésine P ou encore la glutamine synthétase

(GS) (de Greeff et al., 2002, Jobin et al., 2004, Brassard et al., 2004, Wang Kaicheng & Lu
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Chengping, 2007, Tan et al., 2007, Esgleas et al., 2008, Ge et al., 2009, Ferrando et al., 2010).
Leur diversité, couplé au fait que ces adhésines présentent d’autres fonctions au sein de la
cellule (« moon lighting proteins »), explique la difficulté pour la communauté scientifique

d’identifier les protéines essentielles a la pathogenese de S. suis.
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Figure 15 : Interactions de S. suis avec les cellules épithéliales et les protéines de la matrice extracellulaire. D’apreés Fittipaldi
etal., 2012.

d. Invasion des cellules épithéliales

Une fois la bactérie S. suis fixée aux cellules épithéliales, elle va pouvoir mettre en place
des systémes de production de molécules cytotoxiques afin d’envahir le tissu auquel elle a
adhéré. Une des molécules les plus connues est la suilysine (Figure 15) (Fittipaldi et al., 2012).
Cette enzyme est sécrétée dans le milieu extracellulaire et a pour propriété de détruire les
jonctions cellulaires. Ceci permet le passage de S. suis dans la circulation sanguine et ainsi sa
dissémination dans I’organisme. La surexpression du gene sly codant la suilysine induit la lyse
des érythrocytes et la libération d’hémoglobine (Arenas et al., 2019). Cette libération

d’hémoglobine induit une production de molécules pro-inflammatoires par les macrophages.
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e. Echappement au systeme immunitaire

Afin de lutter contre I’invasion d’agents pathogénes, le systéme immunitaire produit
généralement une plus forte quantité d’immunoglobulines A (IgA) au niveau des muqueuses.
Cependant, il a été établi que S. suis était capable de synthétiser une protéase codée par le gene
iga dont le role est de cliver les IgA de 1I’hdte (A. Zhang et al., 2011). De cette manicre, la

bactérie esquive la premiere attaque du systéme immunitaire.

La phagocytose est principalement réalisée par les macrophages présents dans la
circulation sanguine dont le role est de détecter les cellules du non-soi pour les éliminer. Les
anticorps et molécules du complément vont se fixer sur les corps étrangers et ainsi permettre
leur reconnaissance, la phagocytose et la lyse des cellules du non-soi par les macrophages. Les
souches de S. suis produisant des CPS sont capables d’échapper a la phagocytose (figure 6). Il
a été également démontré que les génes codY et ciaR sont impliqués dans la résistance a la
phagocytose et dans 1’échappement au systéme immunitaire (J. Li et al., 2011, Feng et al.,
2016). CodY est impliqué dans la régulation de I’expression de plusieurs geénes associés a la
virulence (en particulier la production d’acide sialique dans la capsule). Le systeme a deux
composants CiaRH est, quant a lui, impliqué dans la régulation de 1’expression de geénes suite

a des stress environnementaux (J. Li et al., 2011).

La composition de la chaine polysaccharidique du CPS et la présence de résidus d’acide
sialique au niveau de la partie terminale du CPS ont un impact sur la fixation des molécules du
complément sur la bactérie (H. E. Smith et al., 1999). §. suis encapsulé n’est alors par reconnu
par les macrophages/neutrophiles (Bleuzé¢ et al., 2021). Comme les macrophages, les
neutrophiles sont également des acteurs importants de la réponse immunitaire. Plusieurs études
ont mis en évidence la grande variété de facteurs produits par S. suis pour échapper a I’action

des neutrophiles (Bleuzé et al., 2021).
1. Infection locale ou systémique

Enfin, la cinqui¢éme étape de la pathogenése consiste en l’infection locale ou
systémique. En effet, diverses pathologies peuvent résulter de 1’infection par S. suis en fonction
de la localisation de la bactérie dans 1’organisme. Comme indiqué précédemment, cet agent
pathogéne peut étre responsable de diverses pathologies telles que des méningites, septicémies,

arthrites, endocardites et autres polysérites. Ces différentes affections ont toutes en commun de
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déclencher une forte production d’interleukines, de chimiokines ainsi que d’autres médiateurs
de I'inflammation (Fittipaldi et al., 2012). Il faut préciser que cela constitue une réponse de

I’hote a la reconnaissance de différents facteurs de virulence de I’agent pathogene.

Des études transcriptomiques ont mis en évidence 1’expression de différents facteurs de
virulence en fonction de I’organe infecté. On peut citer la surexpression de la protéine SpxA 1l
pour les souches isolées dans le cerveau (Arenas et al., 2019). Cette protéine joue un role dans
des cascades de régulation impliquées dans la réponse au stress oxydatif (C. Zheng et al., 2014).
Les auteurs ont également observé la surexpression des régulateurs CodY, CiaR et CovRS chez

les souches isolées a partir du sang et du cerveau (Arenas et al., 2019).
g. Production de bactériocines

S. suis est capable de secréter des peptides de petite taille ayant un effet antibactérien.
Ces molécules sont appelées bactériocines. Elles ne sont pas actives contre la souche

productrice (Sun et al., 2019).

L’analyse de 214 génomes de S. suis canadiens a démontré la présence de clusters de
synthése de trois bactériocines dans les souches, la suicine 65, la suicine 90-1330 et la suicine
3908 (Libante et al., 2019). Ces trois lantibiotiques (petits peptides appartenant au groupe des
bactériocines) avaient déja été caractérisés dans une partie de ces génomes de S. suis canadiens
avec une répartition hétérogene (large présence de la suicine 65 dans les génomes étudiés
[n=48/51]) (Athey Taryn B T et al., 2016). Le mode de production de ces trois lantibiotiques
différe. La suicine 65 est produite sur milieu solide, indiquant un possible lien avec le « quorum
sensing » alors que la suicine 90-1330 et la suicine 3908 sont, elles, produites en milieu liquide

(Vaillancourt et al., 2015).

D’autres bactériocines sont également retrouvées dans des souches de S. suis isolées en
Asie, la souche WUSS351 a été décrite ’année derniere comme productrice de lactococcine
Lcn351 en plus de la lantibiotique suicine 3908 (Z. Liang et al., 2022). La suicine 3908 induit
la perméabilisation membranaire de la bactérie cible (S. suis ou une autre bactérie de la méme
niche écologique) et la lactococcine Len351 inhibe la croissance de bactéries telles que Bacillus
subtilis et S. suis. De plus, Len351 altére la composition du microbiote amygdalien du porc et
réduit I’abondance relative des souches de S. suis (Z. Liang et al., 2022). Les auteurs supposent

que les souches de S. suis sont la principale cible de cette bactériocine. Une autre souche de
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S. suis (MGGUS3) produit deux suicines : la suicine 90-1330 et la suicine 3908 qui montrent

toute les deux une activité contre S. suis (Vaillancourt et al., 2015).

Cette production de bactériocines permet a S. suis de coloniser plus facilement de nouvelles
niches écologiques en lysant les autres micro-organismes présents dans son environnement ou
limitant leur croissance (Z. Liang et al., 2022). Les lantibiotiques suicine 65, suicine 90-1330
et suicine 3908 montrent tous une activité anti-S. suis permettant d’envisager une alternative

aux traitements antibiotiques.

II.  Antibiotiques et mécanismes de résistance

Afin de pouvoir lutter contre ce pathogene et traiter les individus (animaux ou humains)
souffrant d’une infection par S. suis, le traitement aux antibiotiques est la thérapeutique

privilégiée. Différents antibiotiques peuvent €tre utilisés.
1. Utilisation et réglementation des antibiotiques

L’utilisation vétérinaire des antibiotiques est soumise a une autorisation de mise sur le
marché et doit étre indiquée dans la fiche “Summary of product characteristics” (SPC). Ce
document décrit les propriétés et les conditions d'utilisation officiellement approuvées d'un
médicament. Des contrdles de la distribution, la prescription et I’'utilisation en médecine
vétérinaire sont opérés en accord avec les lois européennes (JO L 4 du 7.1.2019, p. 43—-167) et

des sanctions pénales peuvent étre prononcées en cas de manquement a ces lois.

En 2000, I’Union Européenne a initi¢ une approche “One Health” (Figure 16). Ce concept
part du postulat qu’il y a une interconnexion entre la santé humaine, la santé animale et plus
généralement la santé environnementale. Pour ce faire, quatre grands principes sont mis en
avant : la bonne indication, la bonne molécule, le bon dosage et enfin et surtout une juste durée
du traitement promus par I’HAS (la Haute Autorité de Santé¢). Une démarche similaire a été
lancée au niveau mondial sous 1’égide de ’OMS (Organisation mondiale de la santé¢), ’OIE
(Office International des Epizooties) et la FAO (« Food and Agriculture Organization »)
(Global Action Plan on Antimicrobial Resistance, 2015).
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Figure 16 : Concept de « One Health », iconographie issue du site de 'OMS.

La France contrdle depuis 1999 le volume total des ventes d’antibiotiques enregistrées

sur son territoire en tonnages d’antibiotiques vendus par an (Figure 17). La valeur enregistrée

en 1999 s’est ¢levée a un total de 1311 tonnes d’antibiotiques vendus et est devenue la valeur

de référence (Anses-anmv & Chauvin, 2020).
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Figure 17 : Comparaison des niveaux d’exposition des porcs aux différentes familles d’antibiotiques en 2011 et en 2019.

(Anses-anmv & Chauvin, 2020)

La France a mis en place en 2012-2017 le premier plan “EcoAntibio” qui avait comme

objectif de réduire de plus de 25% I’utilisation d’antibiotiques vétérinaires en 5 ans (ministere
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de I’agriculture de 1’agroalimentaire et de la forét, 2016). Ce premier plan a été un succes avec
la réduction de 37% de I'utilisation des antibiotiques en France. Un second plan “EcoAntibio2”
a été lancé sur les années 2017-2022, visant cette fois-ci a réduire de fagon substantielle
I’exposition des animaux aux antibiotiques. En 2019, le volume total des ventes d’antibiotiques
sur le territoire était de 422 tonnes. Ce tonnage est le plus faible enregistré depuis le début du
contrdle. Le contréle du tonnage des ventes a également permis d’observer une réduction de
53,3% du tonnage vendu en France entre 2011 (date de référence pour le premier plan
“EcoAntibio”) et 2019 (Anses-anmv & Chauvin, 2020). Le volume des ventes d’antibiotiques
entre 2020 et 2021 est toujours en baisse (-10,7%) avec chez le porc une baisse d’exposition

des animaux aux antibiotiques de -7,2% entre 2020 et 2021(Anses, 2022).

Au début de I’année 2016, le conseil d’Etat a commencé a légiférer sur 1’utilisation des
antibiotiques « critiques » (appellation réservée aux antibiotiques ne possédant pas
d’alternatives thérapeutiques) en médecine vétérinaire avec un décret datant du ler avril visant
a interdire leurs prescriptions pour des traitements prophylactiques (préventifs) et 1’obligation
d’un examen clinique avant leurs prescriptions a des fins curatives ou métaphylactiques
(traitements préventifs d’un lot d’animaux en contact avec un animal malade) (JORF n°0066
du 18 mars 2016). Parallélement en mars de la méme année, deux arrétés sont publiés visant a
limiter voire interdire 1’utilisation de certains antibiotiques « critiques » en médecine
vétérinaire afin de conserver ces molécules pour la médecine humaine. Ces documents ont été

mis a jour un an plus tard en décembre 2018 (JORF n°0298 du 22 décembre 2017).

L’OMS (Organisation mondiale de la santé) a publié¢ une premicre fois en 2005 la liste
CIA concernant les Antibiotiques d’Importance Critique pour la médecine humaine. Ces
antibiotiques sont classés selon deux criteres, (1) leur niveaux d’« importance » avec trois
niveaux, « Importants », « Importance haute », « Importance critique » et (2) leur niveau de
priorit¢ avec deux classes « priorité majeure » et « haute priorité ». Ces hiérarchisations
prennent en compte la présence de résistances a ces molécules, la transmission de cette
résistance, la rareté¢ de la molécule (peu/pas d’alternatif thérapeutique) et son importance dans
les traitements de dernier recours. Cette liste a fait place depuis 2017 a la classification AWaRe
qui distingue trois catégories d’antibiotiques « Access, Watch and Reserve ». En France, la liste
des antibiotiques critiques est définie par la Société Frangaise d’Infectiologie en cohérence avec

la classification AWaRe (Comité des référentiels de la SPILF, 2022).

49 |Page



En parall¢le des recommandations de I’OMS, I’OIE (renomm¢ récemment OMSA pour
Organisation mondiale de la sant¢ animale) a également publié une liste d’agents
antimicrobiens importants en médecine vétérinaire (Résolution n°XXVIII) mis a jour en 2021
(OIE, 2020). Cette liste vise a guider les vétérinaires dans le choix des antibiotiques a utiliser
ou dont il faut limiter 1’'usage. La encore, les familles d’antibiotiques ont été classées selon la
raret¢ de la molécule et son importance dans les traitements de dernier recours. Cette
classification crée ainsi trois catégories, les « Agents antimicrobiens d’importance critique en
médecine vétérinaire (AICV) », les « Agents antimicrobiens trés importants en médecine
vétérinaire (ATIV) » et enfin, les « Agents antimicrobiens importants en médecine vétérinaire »

(AIV).

Ces deux listes (AWaRe et Résolution n°XXVIII) permettent une prescription plus
simple et éclairée des antibiotiques en rappelant les enjeux d’une surconsommation et ses

conséquences sur la sélection de résistances pour certaines familles d’antibiotiques.

Les ventes d'antibiotiques pour les filiéres porcines sont en baisse depuis 1999 et sont
proches de 133 tonnes pour I'année 2020 (Anses, 2021; Delphine Urban et al., 2020). En 2022,
la mise en application du réglement européen (Reéglement (UE) 2019/4) visant a interdire
l'usage préventif d'aliments médicamenteux renfermant des antimicrobiens a permis une baisse
de la vente d’antibiotiques pour les ¢levages. Dans le dossier de presse de I’ Anses de novembre
2023, il est rapporté que I’évolution de 1’exposition des porcs aux antibiotiques entre 2021 et
2022 a diminué de 21 % et que cette baisse était vraisemblablement a relier a la mise en

application de cet arrété.

Les antibiotiques les plus souvent utilisés chez le porc sont les tétracyclines qui sont
principalement prescrites contre les diarrhées observées au moment du sevrage de 1’animal

(I’Union européenne, 2015, Zeineldin et al., 2019).
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Figure 18 : Evolution de I'exposition des porcs a différentes familles d'antibiotiques en France depuis 2016. L’axe y est
exprimé en indicateur AELA « Animal level of exposure to antimicrobials » correspondant au rapport entre le poids vif traité
estimé et la biomasse de la population animale en France (Anses, 2021).

Le « Niveau d'exposition des animaux aux antimicrobiens » évalué par I'Anses en 2018,
indique que les antibiotiques les plus fréquemment utilisés dans les industries porcines sont les
tétracyclines, les pénicillines, les polypeptides, les macrolides, les sulfamides et le
triméthoprime (Figure 18). Les tétracyclines, les pénicillines, les macrolides, les sulfamides et
le triméthoprime sont généralement utilisés contre les infections respiratoires, les polypeptides
et les tétracyclines contre les septicémies et les infections digestives. Seules les pénicillines sont

indiquées pour traiter les infections a S. suis.
i1. Mode action des antibiotiques utilisés contre S. suis

Différentes molécules antibiotiques sont utilisées dans les élevages porcins en France
mais aussi a travers le monde. Afin de mieux comprendre pourquoi ces molécules sont utilisées
leurs modes de fonctionnement et d’action vont étre présentés (Figure 19) et détaillés dans le

texte (Uruén et al., 2022).
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Figure 19 : Mode d’action des antibiotiques pour traiter les infections a S. suis. En fonction de leur cible, les
antibiotiques peuvent étre classifiés comme A inhibiteur de la synthése du peptidoglycane (PG) composant la paroi cellulaire
en bloquant les protéines de liaison aux pénicillines (PBP) (B-lactamines) ou la fixation a la chaine peptidique D-Ala-D-Ala
du précurseur du PG, lipid II (glycopeptide), B inhibiteur des ribosomes en se fixant aux sous-unités 50S (macrolides,
amphénicols, lincosamides et pleuromutilines) ou 30S (tétracyclines et aminoglycosides), C inhibiteurs de la synthése de
I’acide folique (sulfonamides et trimethoprime) et D inhibiteurs de la transcription et de la réplication de I’ ADN en interférant
avec I’ADN gyrase et la topoisomérase IV (quinolones). Abréviations : PABA, acide para-aminobenzoique ; ptéridine, 7,8-
dihydro-6-hydroxymethylpterin-pyrophosphate ; UDP, uridine diphosphate. D’aprés Uruén et al., 2022.
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a. Inhibiteurs de la synthese de la paroi bactérienne

Beta-lactamines

La cible des inhibiteurs de la synthése de la paroi bactérienne sont les enzymes
responsables de la transpeptidation des acides aminés composant la paroi cellulaire. C’est le
cas des B-lactamines, pénicillines, carbapenemes et céphalosporines (Dessen et al., 2001). La
pénicilline va se fixer aux « Penicillin Binding Protein (PBP) ». Les enzymes responsables de
la synthése du peptidoglycane ne pouvant se fixer aux PLP, la synthése de peptidoglycane est
donc arrétée (Dessen et al., 2001). La présence de chaines incomplétes au niveau du

peptidoglycane induit la lyse de la cellule bactérienne.
Glycopeptides

Les glycopeptides vont se lier a un intermédiaire de la synthése du peptidoglycane en
se fixant sur les extrémités peptidyl-D-Ala-D-Ala des précurseurs lipopeptidiques lorsqu’ils
émergent de la membrane cytoplasmique (Dessen et al., 2001). Cette fixation inhibe la
transglycosylation et la transpeptidation induisant donc des défauts dans la synthése du

peptidoglycane puis la lyse cellulaire.
Peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (antimicrobial peptides ou AMPs) sont quant a eux
capables de se fixer a la paroi cellulaire de la bactérie et créer des « trous » entrainant une
perméabilisation de la membrane bactérienne puis sa lyse. (Teixeira et al., 2012, Epand et al.,
2016). Certains polypeptides, tel que la bacitracine, sont capables d’inhiber le transfert des

précurseurs de la paroi cellulaire.
b. Inhibiteurs de la synthese protéique

Les inhibiteurs de la synthése protéique (macrolides, phénicolés, tétracyclines,
aminosides, pleuromutilines) se lient aux ribosomes, ou a 'ARNm ou a I'ARNt et inhibent
l'allongement de la chaine peptidique. Cette inhibition stoppe le processus de traduction. Par
exemple, l'érythromycine se lie a la sous-unit¢ 50S du ribosome et bloque la sortie du
polypeptide (Dessen et al., 2001). De par sa structure et son cycle céto-éthanol, la tétracycline

va se lier au complexe ARNm/ribosome et bloquer le complexe.
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c. Inhibiteurs de voies métaboliques

Cette catégorie inhibe la synthése de composés essentiels pour le métabolisme cellulaire
et induit ainsi un arrét de la prolifération bactérienne. C’est le cas des sulfamides et du
triméthoprime qui vont inhiber la voie de synthése des folates. Le sulfamethoxazole bloque la
synthese de dihydropteroate et le triméthoprime bloque la dihydrofolate réductase. Ces deux
composés utilisés ensemble, inhibent ainsi la production de tétrahydrofolate, composé essentiel

a la production de thymidine, une pyrimidine désoxynucléotide composant I’ADN.
d. Inhibiteurs de la synthése nucléique

Les inhibiteurs de synthése d'acides nucléiques (quinolones/fluoroquinolones par
exemple) inhibent la topoisomérase ou 'ADN gyrase, inhibant la réplication de I'ADN et sa

transcription (Dessen et al., 2001).
ii1. Prévalence de la résistance et mécanismes de résistance aux antibiotiques chez S. suis

Trois types de mécanismes de résistance peuvent étre distingués : (1) modification ou
dégradation de I’antibiotique, (2) efflux et (3) protection ou modification de la cible de
I’antibiotique. Une synthése bibliographique a été réalisée lors de ma premicre année de theése
et publiée dans la revue Microorganisms (Dechéne-Tempier et al., 2021). Elle portait sur 1) la
prévalence de la résistance aux antibiotiques chez S. suis, 2) les mécanismes de résistance
décrits chez S. suis, 3) les génes de résistance associés et 4) la résistance aux antibiotiques

conférée par les biofilms.

iv. Revue “Update on the Mechanisms of Antibiotic Resistance and the Mobile

Resistome in the Emerging Zoonotic Pathogen Streptococcus suis”
Une version actualisée (donnée bibliographiques aott 2023) de la figure 1 est présentée
a la suite de cette revue.

Erratum : présence d’erreurs sur la figure 1 de la revue. Les protéines ABC-F ne sont pas des
transporteurs mais des RPP : « Ribosome Protection Proteins ». Plusieurs génes ne sont pas a

la bonne place sur le schéma : Isa(E), [nu(B), Inu(C) et optr(A).

La Table S1 est reproduite en Annexe 1.

54|Page



microorganisms

Review

Update on the Mechanisms of Antibiotic Resistance and the
Mobile Resistome in the Emerging Zoonotic Pathogen
Streptococcus suis

Manon Dechéne-Tempier !
Nathalie Leblond-Bourget 2

check for

updates
Citation: Dechéne-Tempier, M.;
Marois-Créhan, C.; Libante, V.;
Jouy, E.; Leblond-Bourget, N.;
Payot, S. Update on the Mechanisms
of Antibiotic Resistance and the
Mobile Resistome in the Emerging
Zoonotic Pathogen Streptococcus suis.
Microorganisms 2021, 9, 1765.
https:/ /doi.org/10.3390/

microorganisms9081765
Academic Editor: Carlo Pazzani

Received: 12 July 2021
Accepted: 12 August 2021
Published: 18 August 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

, Corinne Marois-Créhan 1, Virginie Libante 2(, Eric Jouy !,
and Sophie Payot %*

Anses Laboratoire de Ploufragan-Plouzané-Niort, Unité Mycoplasmologie, Bactériologie et Antibiorésistance,

F-22440 Ploufragan, France; manon.dechene-tempier@univ-lorraine.fr (M.D.-T.);

Corinne. MAROIS@anses.fr (C.M.-C.); eric jouy@anses.fr (E.J.)

2 Université de Lorraine, INRAE, DynAMic, F-54000 Nancy, France; virginie.libante@univ-lorraine.fr (V.L.);
nathalie.leblond@univ-lorraine.fr (N.L.-B.)

*  Correspondence: sophie.payot-lacroix@inrae.fr

Abstract: Streptococcus suis is a zoonotic pathogen causing important economic losses in swine pro-
duction. The most commonly used antibiotics in swine industry are tetracyclines, beta-lactams, and
macrolides. Resistance to these antibiotics has already been observed worldwide (reaching high rates
for macrolides and tetracyclines) as well as resistance to aminoglycosides, fluoroquinolones, am-
phenicols, and glycopeptides. Most of the resistance mechanisms are encoded by antibiotic resistance
genes, and a large part are carried by mobile genetic elements (MGEs) that can be transferred through
horizontal gene transfer. This review provides an update of the resistance genes, their combination
in multidrug isolates, and their localization on MGEs in S. suis. It also includes an overview of
the contribution of biofilm to antimicrobial resistance in this bacterial species. The identification of
resistance genes and study of their localization in S. suis as well as the environmental factors that can
modulate their dissemination appear essential in order to decipher the role of this bacterium as a
reservoir of antibiotic genes for other species.

Keywords: Streptococcus suis; antibiotic resistance; mechanisms; resistance genes; horizontal gene
transfer; competence; conjugation; mobile genetic elements; ICEs; IMEs; GlIs; UCSs; prophages;
plasmids; biofilm

1. Introduction

Streptococcus suis is a bacterial pathogen causing important economic losses in swine
production. S. suis colonizes the upper respiratory tract of piglets, in particular the pharyn-
geal and palatine tonsils, during or soon after pig birth. These early colonization events may
lead to an asymptomatic carriage but are also considered the first step for the development
of an invasive disease. Symptoms of S. suis pig infection have been largely described in the
literature over the past 70-80 years and can include arthritis, meningitis, pneumonia, sepsis,
endocarditis, encephalitis, polyserositis, abortion in females, and abscesses in growing
animals [1,2]. Other animals can also be infected with this pathogen such as ruminants,
cats, dogs, deer, or horses [3,4]. Furthermore, S. suis can also infect humans and is one of the
most common causes of adult bacterial meningitis in South-East Asia (Thailand, Vietnam,
China). In Asia, the incidence rate of this pathogen is the highest with up to 0.8 cases per
100,000 population [5]. Sporadic cases have been reported in Western European countries
as well, but the ranges are 10 times lower [5]. Cases of S. suis human infections have already
been observed worldwide. A late diagnostic or an inappropriate or late antibiotic treatment
can be fatal, particularly due to a toxic shock-like syndrome [6-8]. In pig, S. suis is one of
the opportunist pathogens of the porcine respiratory disease complex (PRDC), for which
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the causes of infection are multifactorial [9,10]. In the PRDC, cases of co-infection with
other pathogenic bacteria (e.g., Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Bordetella bronchiseptica, Glaesserella parasuis) and/or viruses (e.g., porcine reproductive
and respiratory syndrome virus, swine influenza virus, porcine circovirus, porcine respi-
ratory coronavirus) have been documented and generally result in a more severe clinical
disease [2,10]. Four major criteria affect swine health: (1) host factors, (2) management
inputs, (3) the existence of a stable microbial ecosystem, and (4) facilities [11], and there-
fore play a role in the infection by this pathogen. The serotype of the bacterium is also a
key determinant. Serotypes are defined according to the composition of the extracellular
capsule (CPS). Among the 29 already described serotypes, only a few are responsible
for most of the diseases caused by S. suis [2]. The distribution of serotypes responsible
for clinical cases is different between continents [2]. Serotype 2 is found recurrently in
North America, South America, Asia, Australia, and Europe. In North America (Canada),
serotypes 1, 1/2, and 2 seem to be the most frequently found in cases of infections by this
pathogen, whereas in South America, a slight difference in the proportions of serotypes
is observed, with a dominance of serotypes 1/2, 2, and 3. In Europe, serotypes 2, 4, 7,
and 9 predominate [2]. The serotype distribution can also change with time in the same
territory. A new very virulent serotype, the Chz serotype, responsible for meningitis in pigs,
seems to have emerged in recent years, and 20 new cps loci (NCL) have been identified
in non-typeable isolates [12,13]. Strains of S. suis can also be classified into three groups
according to their pathotypes: (i) a “non-clinical” group for strains originating from the
upper respiratory tract microbiota that do not trigger symptoms or cause the death of its
host, (ii) a “respiratory” or “possibly opportunistic” group of strains generally sampled
in lungs from clinically sick animals or from clinically healthy animals in farms that have
suffered from outbreaks of S. suis, and (iii) a “pathogenic” or “systemic” group of strains
obtained from samples of blood nervous and/or articular systems and identified as the
causes of infection [14,15].

2. Antibiotics Used to Treat S. suis Infections in Pig Production

In pig production, antibiotics are used to eradicate weaning diarrhea, intestinal in-
fections, and respiratory diseases (“Guidelines for the prudent use of antimicrobials in
veterinary medicine” UE 2015). The most commonly used antibiotics in swine industry are
tetracyclines, beta-lactams, and macrolides [16,17]. Penicillin/amoxicillin can also be used
in combination with aminoglycosides, macrolides, lincosamides, fluoroquinolones, or tetra-
cyclines. Quinolones are not active against streptococci because of their intrinsic resistance,
but fluoroquinolones can be used to treat streptococcal infections [18]. Second-generation
(thiamphenicol) and third-generation (florfenicol) amphenicols are approved for treatment
of swine respiratory disease in several countries including in Europe (European Medicines
Agency: EMEA /CVMP/2316/2005-FINAL January 2005). Even if S. suis is not always
targeted, it can be exposed to these antibiotics since it is present in the upper respiratory
tract of pigs. Amphenicols are largely used in China but less in Europe [17]. The use of
antibiotics in veterinary medicine, more or less important depending on the country, has
led to an enhanced selection pressure, and resistance of S. suis isolates have increased
worldwide [18,19].

3. Mechanisms of Antimicrobial Resistance (AMR) and Resistance Genes Found in
S. suis

Antibiotics considered in this review have different targets: (i) cell wall inhibitors
(such as beta-lactams, glycopeptides, and bacitracin) inhibit the enzymes involved in pep-
tidoglycan synthesis, (ii) protein synthesis inhibitors (such as macrolides, lincosamides,
amphenicols, tetracyclines, aminoglycosides, streptothricin, and oxazolidinones) inhibit the
elongation of the peptide chain during translation, and (iii) nucleic acid synthesis inhibitors
inhibit enzymes (topoisomerase IV, DNA gyrase) involved in DNA replication. According
to the mechanism of action of the antibiotic, several mechanisms of resistance can be
encountered. For some antibiotic families, up to three different types of resistance mecha-
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nisms (antibiotic degradation or modification, efflux and target protection or modification)

have been described (Figure 1).
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Figure 1. Resistance genes described in Streptococcus suis. The different genes conferring antibiotic resistance are classified

in two ways: (i) according to their mechanism of resistance (on the left: degradation or modification of the target antibiotic;
in the middle: efflux mechanisms; and on the right: target protection or modification, separated by a dotted line) and
(ii) according to the family of antibiotics they target (circles of different colors: green for macrolides/lincosamides, blue for
tetracyclines, pink for aminoglycosides, orange for amphenicols, gray for glycopeptides, black for other families).

The rate of resistant strains observed in S. suis isolates is particularly high against
tetracyclines (up to >90%) and macrolides (up to >70%). This is a worldwide phenomenon

described for several decades now, and the
extensively studied [19]. Many S. suis strains
also been described. Multiresistant strains

genetic basis for these resistances has been
resistant to other families of antibiotics have
are very frequent, and a huge diversity of

resistance gene combinations has been described (Figure 2). The pattern of multiresistance
can be impressive—up to 15 resistances observed in strain R61 [20] and 18 in a strain

isolated in Spain [21].
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Figure 2. Co-occurrences of resistance genes described in Streptococcus suis. Ribbons indicate the co-occurrences between
antibiotic resistance genes that have been reported in S. suis. The right panel includes all the genes described in S. suis. The
left panel only includes those that have been described in association with other genes in the same strain of S. suis. The
color code used is the same as for Figure 1. Detailed data are available as Supplementary Materials (Table S1).

3.1. Resistance to Tetracyclines

The World Health Organization “WHO” has classified antibiotics according to their
use and observed resistance [22]. This classification categorizes tetracyclines as “highly im-
portant antimicrobials”. Resistance to tetracyclines in S. suis has been widely observed and
documented throughout the world with, for example, a percentage of resistant strains rang-
ing from 8% in Sweden (first observation in 1992) to 97% in Brazil (2009-2010 period) [18].
The French surveillance network for antimicrobial resistance in bacteria from diseased
animals stated in its annual report of 2019 a resistance rate of 80% to tetracycline for S. suis
isolated from pigs (RESAPATH 2020).

Two mechanisms of resistance to tetracyclines have been characterized in S. suis:
(i) efflux pumps that expel the antibiotic outside the cell and are encoded either by tef(L),
tet(B), tet(K), or tet(40) genes [19,23-31] and (ii) ribosome protection proteins, encoded by
tet(O) (the most frequently described gene in S. suis), tet(M), tet(S), tet(W), tet(O/W /32/0),
or tet(O/32/0) genes [18,21,23-26,30,32,33] (Figure 1).

3.2. Resistance to Macrolides and Lincosamides

The WHO has classified macrolides as “critically important antimicrobials of highest
priority” [22]. Resistance to macrolides in S. suis has also been widely observed, ranging
from a rate of 52% in the first observation in Norway in 1986 to 94% in Korea for the 2010
to 2013 period [18]. In France, the annual report of RESAPATH indicated in 2019, 60% of
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resistance to macrolides and lincosamides (54% for erythromycin, 65% for tylosin, 58% for
spiramycin, and 61% for lincomycin) (RESAPATH 2020).

S. suis can use two energy-dependent transport systems to counteract the activ-
ity of macrolides and lincosamides: (i) ATP-binding cassette (ABC) transporters en-
coded by msr(C) or msr(D), and (ii) major facilitator superfamily (MFS) transporters
encoded by mef(A), mef(E), and a mosaic mef(A/E) gene [26,30,33-36]. However, the
most frequently resistance mechanisms reported for S. suis rely on target site modifications
that prevent the binding of macrolides. They are mediated by enzymes that methylate
the targets of macrolides, ribosomes, and are encoded by erm(B), erm(C), and erm(TR)
genes [21,24,30,34,35]. Another gene encoding a 23s rRNA methyl transferase (cfr) has been
described to be involved in resistance to selected 16S-membered macrolides [37]. This gene
also confers resistance to lincosamides, pleuromutilins, streptogramin A, amphenicols,
and the oxazolidinone linezolid [38]. The macrolide phosphotransferases (MPH) enzymes
encoded by the mph(C) gene phosphorylate macrolides and thereby inactivate them [24]
(Figure 1).

Mechanisms of resistance specific to lincosamides have also been reported. The first
corresponds to an ABC transporter encoded by the Isa(E) gene. This transporter also confers
resistance to pleuromutilins and streptogramin A. The second relates to the modification of
the target by a nucleotidyl-transferase, encoded by the [nu(B) or Inu(C) genes [30,35,39,40]
(Figure 1).

3.3. Resistance to Aminoglycosides

The WHO also classified aminoglycosides as “critically important antimicrobials” [22].
Streptococci naturally exhibit a low-level resistance to aminoglycosides. These antibiotics
are currently used in combination with 3-lactams in veterinary practice [18]. In France,
the annual report of RESAPATH indicated in 2019 a rate of 2% of high-level resistance to
aminoglycosides (2% for streptomycin, 4% for kanamycin, 0% for gentamicin). High-level
aminoglycoside resistance in S. suis is due to several genes encoding aminoglycoside-
modifying enzymes that modify the antibiotic compounds, thus leading to their inactiva-
tion. The three existing aminoglycoside-modifying enzyme types have been described in
S. suis. The first one corresponds to aminoglycoside N-acetyltransferases encoded by the
aac genes with the description of the mosaic aac(6”)-Ie-aph(2')-Ia gene, mediating high-level
resistance to gentamicin and other aminoglycosides except streptomycin. The second type
is aminoglycoside O-phosphotransferases encoded by the aph genes such as aph(3”)-Il1a,
mediating resistance to several aminoglycosides including kanamycin and neomycin. The
third type is aminoglycoside O-nucleotidyl transferases encoded by the ant genes such
as ant(4')-Ia that mediate resistance to several aminoglycosides including tobramycin and
amikacin, ant(6)-Ia (also called aadE), and ant(6)-Ib mediating streptomycin resistance or
ant(9)-Ia mediating spectinomycin resistance [20,24,26,30,33,40—-42] (Figure 1).

3.4. Resistance to Streptothricin

To our knowledge, there is only one streptothricin resistance mechanism described
in S. suis: a streptothricin N-acetyltransferase encoded by the sat4 gene that modifies the
antibiotic and inactivates it [33,43] (Figure 1).

3.5. Resistance to B-Lactams

Beta-lactams, which notably include penicillin, are a large family of antibiotics, clas-
sified as a “highly important antimicrobial” by the WHO [22]. Surprisingly, despite the
worldwide use of beta-lactams in pigs for over 50 years, the majority of clinical S. suis
remain sensitive to these antibiotics. Resistance to penicillin in S. suis has been reported in
human and pig isolates (ranging from a percentage of 0.3% between 2013 and 2015 in the
Netherlands to 26.0% in Spain in a recent report) [8,18,21,44]. Resistance to ampicillin has
been reported to be lower than resistance to penicillin or ceftiofur [21,24,45].
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In streptococci, beta-lactam resistance can be due to the modification (altered molecu-
lar weight and/or decreased affinity for penicillin) of several classes of penicillin-binding
proteins (PBP) that are essential for peptidoglycan biosynthesis [18,46]. In 2011, Hu and
collaborators made a thorough analysis of the pbp mutations that could explain the resis-
tance of the R61 multiresistant strain to cefuroxime (second-generation cephalosporin) and
cefotaxime (third-generation cephalosporin). Four PBP proteins have been identified in
this strain (PBP2x, PBP2b, PBP1a, and PBP2a) [20]. The highest number of modifications
was observed in the PBP2x protein followed by the PBP2b protein. Molecular dynamics
simulation later indicated that the modified Ala320, GIn553, and Thr595 residues of PBP2x
affect the conformation of the drug-binding pocket and thus induce a reduction of the drug
affinity for the PBP2x penicillin-binding protein [47] (Figure 1).

3.6. Resistance to Fluoroquinolones

The WHO has classified quinolones as “critically important antimicrobials of highest
priority” [22]. Fluoroquinolone resistance is unusual, and less than 2% of resistance has
been typically observed in S. suis in Europe [36,48]. However, a high rate of resistance to
enrofloxacin (46.6%) and danofloxacin (61.2%) has been recently reported for S. suis pig
isolates in Spain [21].

In streptococci, DNA gyrase (composed of two subunits, GyrA and GyrB) and topoi-
somerase IV (made up of ParC and ParE) are the primary targets of quinolone action. A
single mutation in the quinolone resistance-determining region (QRDR) of gyrA or parC
can reduce susceptibility to fluoroquinolones [49]. Changes reducing drug binding to the
enzyme-DNA complex mostly occur at positions S79 and D83 in ParC and S81 and E85
in GyrA [24,29,48,50], with a probable mutation path ParC79—GyrA85—GyrAS81 [51]. In
the multiresistant strain R61, high-level resistance (>64-fold increase of MIC compared
to susceptible strains) to the second-generation fluoroquinolone levofloxacin and to the
third-generation fluoroquinolone gatifloxacin is associated with two modifications in GyrA
(at positions S81 and E85 of GyrA) and one in ParC (at position 579) [20]. The second
mechanism relies on an efflux system belonging to the ATP binding cassette family of
transporters. It is encoded by the sat(A) and sat(B) genes and can extrude the norfloxacin
and ciprofloxacin fluoroquinolones [52] (Figure 1).

3.7. Resistance to Glycopeptides

The WHO also classified glycopeptides as “critically important antimicrobials of
highest priority” [22]. Vancomycin is among the last-resort antimicrobial agents in the
treatment of multidrug-resistant Gram-positive bacterial infection. Glycopeptides bind
to the end of the growing peptide chain D-Ala-D-Ala, leading to interferences with the
activity of the PBP enzymes such as transpeptidases. Vancomycin resistance relies on
the modification of the target site. This modification is due to the presence of the vanG
gene [29] that codes for peptidoglycan precursors with C-terminal modifications. Normally
peptidoglycan is terminated by an amino acid sequence D-Ala-D-Ala whereas vanG codes
for a C-terminal D-Ala-D-Ser amino acid sequence. The replacement of D-Ala by D-
Ser induces a reduction of the vancomycin affinity for the peptidoglycan. Resistance to
vancomycin linked to the vanG locus has been reported in strains of S. suis isolated in
China [29,42]. A vanZ-like gene called vanZgs that can confer resistance to teicoplanin has
also been described in S. suis [30,53] (Figure 1).

3.8. Resistance to Amphenicols

The WHO classified phenicols (recently renamed as amphenicols) as “highly impor-
tant antimicrobials” [22]. Amphenicol resistance in S. suis is scarce in Europe [21,35,36,54]
compared to the rates observed in Asia (up to 41% of resistance) [24,43,55,56]. Ampheni-
col resistance is mediated by several mechanisms in S. suis. The first is the Cfr rRNA
methyl-transferase encoded by the cfr gene as described above [37], and the second is a
chloramphenicol acetyl-transferase mediated by the cat gene [57]. S. suis antimicrobial re-
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sistance genes also encode efflux proteins of the major facilitator superfamily that transport
amphenicol-chloramphenicol outside the bacteria, in particular the FexA protein composed
of 14 transmembrane helices [24,37,44,58]. S. suis can also harbor the optrA gene that
encodes an ATP-binding cassette (ABC) transporter [44,57,59] (Figure 1).

3.9. Resistance to Bacitracin

Bacitracin is a polypeptide produced by Bacillus licheniformisis acting on Gram-positive
bacteria. The WHO classified cyclic polypeptides as “important antimicrobials” [22].
Bacitracin was previously used as a growth-promoting supplement in animal feed [60].
Several efflux pumps conferring resistance to bacitracin have been described in S. suis:
(i) the membrane transporter BceAB [60], (ii) the efflux pump SstFEG [60], and (iii) an ABC
transporter encoded by the bcrABDR genes [61] (Figure 1).

3.10. Resistance to Oxazolidinones

Oxazolidinones, in particular linezolid, show high efficiency against most Gram-
positive bacteria including pathogens of importance for human health such as vancomycin-
resistant enterococci and methicillin-resistant Staphylococcus aureus. These antibiotics have
been classified as “critically important antimicrobials” by the WHO [22]. Two different
genes conferring resistance to these antibiotics have been detected in S. suis. The first
one is the cfr gene (mentioned earlier as it also confers resistance to amphenicols) that
encodes a rRNA methyl-transferase [37]. The second one is the optrA gene encoding an
ABC transporter (also previously mentioned as it confers resistance to several antibiotics
including amphenicols and lincosamides) [44,57,59,61]. These genes should be scrutinized
with attention due to their potential transfer to pathogens of importance for human health.

4. Dissemination of AMR Genes through Horizontal Gene Transfer in S. suis

Most of the resistance mechanisms described above are encoded by antibiotic re-
sistance genes and can be transferred to other bacteria through horizontal gene transfer
(HGT). By comparison with vertical gene transfer, consisting in genetic information transfer
between a cell and its two-daughter cells, HGT enables the acquisition of exogenous genes
between distantly related cells [62].

The three most described mechanisms of HGT are transformation, conjugation (through
conjugative mobile genetic elements such as plasmids and integrative conjugative ele-
ments), and transduction (through phages) [62,63]. More recently described membrane
vesicles could also participate to HGT [64].

4.1. Horizontal Gene Transfer by Transformation in S. suis

Competence is defined by two natural abilities of the bacteria: (i) the acquisition of
naked DNA from the environment and (ii) the integration in their genome [65]. Competence
was observed in different bacterial species, but its triggering and regulation have not been
deciphered for all [66]. The first evidence of S. suis competence induction was reported by
Zaccaria and collaborators in 2014 [67]. The S. suis transformation-signaling cascade can be
divided into several steps. The first step consists of the internalization of an extracellular
peptide by a membrane transporter (Opp). The mature peptide derives from a secreted
peptide synthesized by the comS gene. Once internalized in the cell, the peptide (called
a pheromone) interacts specifically with a transcriptional regulator (ComR). This specific
interaction is the basis for the definition of different pherotypes. Three have been described
thus far in S. suis [68]. The interaction of ComR with the pheromone activates the regulator
that in turn activates the transcription of the comX gene that encodesthe o sigma factor.
The latter controls the transcription of late competence genes encoding the transformasome
competence machinery. The transformasome includes a multi-protein complex involved in
the assembly of a type IV-like pilus (encoded by the comY operon in S. suis) and proteins
involved in DNA transport (ComEA, EC, FA, and FC) [69]. After entry into the cells,
foreign DNA is taken over by DNA-binding proteins and the homologous recombination
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system. A fratricidal protein called CrfP regulated by ComR and ComX has been described
recently in S. suis [70]. This protein is an exported murein hydrolase composed of one
N-terminal CHAP domain capable of lysing the target cell and two SH3b domains capable
of recognizing and binding the cell wall of S. suis. Inactivation of this protein reduced the
transformation rate [70]. The biological function of CrfP is likely to lyse and release DNA
from related Streptococcus strains to provide homologous DNA to competent recipient cells.

Transformation is expensive in terms of energy, and therefore mechanisms of com-
petence shut down exist. In streptococci, shut down occurs through post-transcriptional
regulation through a o* degradation system or by shutting down comX expression. None
of these mechanisms have yet been characterized in S. suis [69].

Competence in streptococci is induced by environmental stresses such as DNA dam-
age, nutrient limitation, or the presence of antibiotics [65,71,72]. Activation of S. suis
transformation was observed during growth in active porcine and human sera [73]. Trans-
formation is random in the types of genes integrated to the recipient cells. Since DNA
integration can be deleterious for the bacteria, long-term maintenance of the transformed
alleles will be determined by the ratio of beneficial vs. deleterious genes [65]. DNA ac-
quired by transformation can include mutated chromosomal copies of topoisomerase IV or
gyrase genes (conferring fluoroquinolone resistance) or pbp genes (conferring resistance
to beta-lactams), single or multiple (if grouped on genetic elements) resistance genes, or
even whole genetic elements (either mobile or defective ones) carrying AMR genes. These
events provide a selective advantage in case of exposure to these antibiotics.

4.2. Horizontal Gene Transfer by Conjugation in S. suis

The most frequent mobile genetic elements carrying AMR genes in S. suis are in-
tegrative and conjugative elements (ICEs) and integrative and mobilizable elements
(IMEs) [25,30,33]. Both kinds of elements are chromosomal genetic elements that transfer
by conjugation after excision from the chromosome. ICEs can transfer autonomously using
a conjugation machinery that they encode. DNA is taken over by a complex called a
relaxosome made up of a relaxase and other proteins [74]. The relaxase of this complex is
recognized by a coupling protein (CP), which will then interact with the type IV secretion
system (T4SS) present in the cell wall that enables the translocation of the DNA-relaxase
complex into the recipient cell. IMEs are not autonomous and rely on the conjugation
machinery of autonomous conjugative elements (ICEs or plasmids) for their transfer [75].
IMEs are poorly studied and thus overlooked, but likely play a major role in the trans-
fer of resistance genes in S. suis [30]. Many studies carried on S. suis genomes do not
include a proper search of ICEs and IMEs since the available bioinformatic tools are usually
not efficient and cannot cope with the presence of multiple related elements in the same
strain, internal accretions, elements in tandem, and mosaic patterns (between conjugative
elements but also with prophages) observed in this bacterial species.

ICEs and IMEs can be integrated in different sites depending on the recombination
enzyme (called integrase) they encode: tRNA genes, ribosomal protein-encoding genes, and
other conserved genes, some of them being located inside other mobile genetic elements.
ICEs and IMEs are delimitated by attachment sites (attL to the left and attR to the right)
that enable integrase binding and recombination, allowing integration or excision of the
genetic element.

Five ICE families (defined by their conjugation genes) carrying AMR genes have been
described in S. suis: elements of the Tn5252, Tn1549, and Tn916 families; elements related
to TnGBS2; and ICEs integrated in the lysS gene related to ICEvanG. These various ICEs
carrying AMR genes are presented in Figure 3 [25,26,29,30,33,42,76,77]. Until now, only
ICEs of the Tn5252 family have been studied experimentally to evaluate their mobility in
S. suis [12,23,25,30,33,57,77].
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Figure 3. Mobile genetic elements carrying resistance genes described in Streptococcus suis. Ribbons indicate the association
between resistance genes (appearing in the right panel) and mobile genetic elements (on the left panel). The color code

used to distinguish the different resistance genes is the same as for Figures 1 and 2.

ICEs can integrate into a site already harboring a genetic element leading to the
formation of a tandem. Two types of tandems have been described thus far: ICE-ICE
tandems and ICE—prophage tandems [26,33]. ICEs can also integrate inside other ICEs
(internal accretions), e.g., Tn916 and Tn5397 integrations inside Tn5252-related ICEs [26,33].

ICEs can also host IMEs carrying antibiotic resistance genes. This is the case for IMEs
integrated in the SNF2 (encoding a putative helicase) and PPI (peptidylprolyl isomerase)
genes of ICEs of the Tn5252 family that carry tet(O) or tet(O)-erm(B) genes [30].

Several other putative IMEs carrying AMR genes have been identified in S. suis:
IME_rpsI carrying tet(O) (tetracycline resistance), IME_HTH-XRE with the ant(6)-In gene
(streptomycin resistance), and IME_tRNALeu carrying aph(3')-Illa-vanZ-delta sat4-ant(6)
genes conferring resistance to kanamycin, teicoplanin, streptothricin, and streptomycin
respectively (Figure 3) [30]. Like ICEs, IMEs can form tandems [30]. Further studies are
needed to identify the conjugative elements that enable the mobilization of these IMEs
carrying AMR genes.

Genomic islands (Gls) integrated in the rpsI gene have been mis-annotated as ICEs, even
if they lacked conjugation genes [40]. These elements could be mobilizable by diverting
the necessary elements of an ICE. Several resistance genes were located on GIs integrated
in rpsI: ant(9)-erm(B), ant(9)-Inu(B), ant(9)-Inu(C), ant(9)-erm(B)-Inu(B), ant(9)-Inu(C)-erm(B),
ant(9)-Inu(B)-Isa(E), and ant(9)-aph(3')-111a-Inu(B)-Isa(E)-ant(6), conferring resistance to
macrolides, lincosamides, and aminoglycosides (Figure 3) [30].
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Unconventional circularizable structures (UCSs) are genetic elements that lack recom-
binase but can excise as a circular form thanks to extensive direct repeats (DRs) flanking
the DNA segment [78]. In S. suis, UCSs can carry multiple antibiotic resistance genes
tet(O/W /32/0), tet(40), erm(B), ant(6)-1a, and aph(3”)-11la [79]. By targeting a conserved
site on ICEs of the Tn5252 family that transfer at high frequency, these genetic elements
may employ a parasitic strategy to spread among the streptococcal population [79].

Until now, there has been no description of conjugative (or even mobilizable) plasmid
carrying AMR genes in S. suis. Some AMR genes (erm(B) and tet(O/W /32/0, tet(B), cfr
or optrA) could be carried by non-self-transmissible plasmids, but further studies are
needed for most of them to confirm these results (Figure 3) [37,79-81]. If they are carried
by transposons, these genes may move intracellularly or gain intercellular mobility by
integrating in conjugative elements.

4.3. Horizontal Gene Transfer by Transduction in S. suis

Bacteriophages can be integrated into the bacterial chromosome as prophages. After
entry into lytic phase, bacterial DNA can be fortuitously packaged in the viral capsid
and be transferred into another cell. This process is called transduction. In 2008, Ma
and Lu were the first to demonstrate the existence of a lytic bacteriophage (bacterio-
phage SMP) capable of infecting S. suis [82]. In 2015, a genomic study of 375 S. suis
genomes highlighted five genes presenting sequence homology with genes of a lytic bac-
teriophage [14]. In 2017, Huang and collaborators described the optrA resistance gene
carried by a prophage (®m46.1) [59]. This prophage belongs to a family originally de-
scribed in S. pyogenes and S. agalactiae, thus suggesting the ability of this prophage to infect
other streptococcal species. Resistance genes such as erm(B), mef (A), aph(3')-11I, ant(6)-1a,
aac (6')-aph(2”), cat(pCios), optrA, sat4, tet(O/W/32/0), and tet(W) were also observed in
prophages (Figure 3) [40,42,57]. ICEs and prophages can also be found together in chimeric
and tandem forms [26].

5. Formation of Biofilm and Antimicrobial Resistance

Bacteria are present in two forms in the environment, in planktonic form (isolated
in suspension in a liquid medium) and in sessile form in contact with a surface (forming
a biofilm). The development of bacteria in biofilms is a major survival strategy. In a
biofilm, bacteria aggregate into a complex structure, embedded in an extracellular matrix
also including protozoan and micro-invertebrate communities. This matrix contains an
extracellular polymeric substance (EPS) secreted by the bacteria and mainly composed
of polysaccharides, extracellular DNA, proteins, and cellulose [83]. The biofilm confers
protection to the bacterial communities colonizing these surfaces against antibiotics [84]
and biocides [83]. Biofilm development of S. suis increases its resistance to penicillin and
ampicillin [85].

Within this biofilm and generally in the environment, the bacteria communicate with
each other through quorum sensing. Quorum sensing is an intercellular communication
system used by many bacteria including S. suis [77,86—-88]. When the concentration of
signaling molecules, such as the LuxS autoinducer-2, reaches a threshold level, bacteria
can induce the expression of genes that participate to diverse processes, in particular,
biofilm formation and antibiotic resistance. Strains with a LuxS quorum sensing system
showed an increased susceptibility to fluoroquinolones [87], while addition of exogenous
AI-2 signaling molecule increases resistance to tetracycline though a regulatory effect on
Tn916 carrying tet(M) [89]. Other molecules, in particular sub-inhibitory concentrations
of amoxicillin, lincomycin, and oxytetracycline, were described in the literature to induce
biofilm formation [77,90]. In 2020, Wang and collaborators suggest a possible cooperation
between S. suis and Actinobacillus pleuropneumoniae [88]. They found an increase in antibiotic
resistance when the two bacteria are co-cultured in biofilms. Different mechanisms are
responsible for antibiotic resistance of S. suis embedded in biofilm: high expression of EPS,
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efflux pumps, reduced growth and metabolic adaptation, stress response induction, high
probability of gene mutations, and horizontal gene transfer [77].

6. Conclusions

S. suis is a bacterial pathogen responsible for severe infections in pigs and consequently
causes animal suffering and important economic losses in pig production. This bacterial
species can also colonize other animal hosts, including wild fauna, and is a zoonotic
pathogen for humans. A plethora of antibiotic resistance genes have been described in this
bacterium, most of them being carried by mobile genetic elements (in particular ICEs, IMEs,
and prophages). It is worrying since S. suis can serve as a reservoir of resistance genes
to other species sharing the same habitats. It is therefore essential to further characterize
the mobile resistome of this pathogen that can compromise animal and human health and
participate to the dissemination of AMR genes between animals and humans. This is one
of the worldwide challenges to be taken up in the incoming years in order to preserve the
activity of critical antimicrobials.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/10
.3390/microorganisms9081765/s1, Table S1: Associations between antimicrobial resistance genes
reported in Streptococcus suis.
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EFFLUX

Macrolides, lincosamides,
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Figure 20 : Génes de résistance décrits chez S. suis. Les différents génes conférant une résistance aux antibiotiques sont
classés de deux manieres : (i) selon leur mécanisme de résistance (a gauche : dégradation ou modification de 'antibiotique
cible ; au milieu : mécanismes d'efflux ; et a droite : protection ou modification de la cible, séparés par une ligne pointillée)
et (ii) selon la famille d'antibiotiques qu'ils ciblent (cercles de différentes couleurs : vert pour les macrolides/lincosamides,
bleu pour les tracyclines, rose pour les aminoglycosides, orange pour les amphénicols, gris pour les glycopeptides, noir pour
les autres familles). * Mutations dans la « quinolone determining region » (QRDR gyrA/parC) ou mutations entrainant des
polymorphismes dans les « peptidoglycan binding protein » (PBP) ou acétylmuramoylpentapeptide-transférase, une enzyme
essentielle pour la synthése de la paroi (MraY). S. Payot com. pers.
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v. Mise a jour des connaissances depuis la publication de cette revue (2021)

Depuis la rédaction de cette revue, plusieurs articles scientifiques sur la résistance aux
antibiotiques chez S. suis ont été publiés (Hu et al., 2020, C. Zhang et al., 2022, Uruén et al.,
2022, C.-Z. Wang et al., 2023). Concernant tout d’abord la prévalence de la résistance aux
antibiotiques chez S. suis selon les différentes régions du monde, cette résistance est variable

en fonction de la région du monde concernée et des antibiotiques étudiés (Uruén et al., 2022).
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Figure 21 : Evolution de la résistance a différentes familles d'antibiotiques mesurée chez S. suis en A Europe, B Asie et C
Amérique (Amérique du Nord et du Sud). En D le pourcentage de multirésistance enregistré dans le monde. D’aprés Uruén
etal., 2022.

Intéressons-nous aux trois premicres familles d’antibiotiques principalement touchées
par la résistance aux antibiotiques. En Europe, le taux de résistance a la tétracycline reste en
dessous des 80% (figure 21A) avec en Suede un taux de résistance supérieur a cette moyenne
(85,1% des souches testées, n=94) isolées en 2018-2019. Les derniers chiffres de résistance
semblent étre en hausse en Asie et atteignent 100% (n=96) de souches résistantes en 2023
(figure 21B) en Chine (C.-Z. Wang et al., 2023). En Amérique, les taux de résistances a la
tétracycline sont constants (figure 21C) avec 97% (n=103) de souches résistantes testées en

2022 aux Etats-Unis (Nicholson & Bayles, 2022). Pour ce qui est de la résistance au macrolides-
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lincosamides, les différents taux de résistance présentés dans la figure 21 sont trés proches de
ceux enregistrés pour la tétracycline en fonctions des différentes régions. Le taux de résistance
pour les USA est de 72% (n=76) (Nicholson and Bayles 2022), contre 91,7% (n=96) pour
I’érythromycine et 96,9% pour la lincomycine en Chine (C.-Z. Wang et al., 2023).

En ce qui concerne les geénes de résistance aux aminosides, les génes suivants ont ¢été
décrits chez S. suis (Figure 20) : (1) des variants de ANT(6)-1a, aadE! et aadE2 (82% et 66%
d’identité nucléotidique avec ANT(6)-1a respectivement) (Hadjirin et al., 2021), (2) un variant
de ANT(9)-Ia, aad9 (qui présente 59% d’identité nucléotidique avec le déterminant de
résistance habituellement retrouvé chez S. suis) (Nicholson & Bayles, 2022), (3) le geéne
aadD1/ANT(4’)-Ib (Hadjirin et al., 2021, Nicholson & Bayles, 2022), géne qui pourrait étre
porté par un plasmide et (4) le géne ant//ANT(3*’)-la, qui code une adenyltransferase/O-
nucléotidyltransférase capable de modifier la streptomycine mais aussi la spectinomycine en

position 3’ (Hadjirin et al., 2021).

Des variants de génes de résistance conférant une résistance aux macrolides-
lincosamides/streptogramines ont été détectés chez S. suis : erm(A), (X. Wang et al., 2023, Q.
Yangetal., 2023), erm(47) (Nicholson & Bayles, 2022) erm(G) (Hadjirin et al., 2021) et erm(T)
(Hu et al., 2020, R. Yu et al., 2022). Le géne erm(T) est localisé soit sur un plasmide, soit sur
un ¢lément intégratif conjugatif (ICE) (R. Yu et al., 2022). De plus, plusieurs nouveaux génes
ont ¢ét¢ mis en évidence. Les geénes de résistance /nu(A) et nu(D) qui codent pour une
nucléotidyltransférase conférant une résistance aux lincosamides ont été détectés dans des
souches américaines (Schwarz et al., 2016, Nicholson & Bayles, 2022). Une analyse détaillée
du contexte génétique de ces genes suggere qu’ils sont localisés sur des éléments génétiques
mobiles chromosomiques. Le géne vga(F)/srpA codant une protéine ABC-F et donc conférant
une protection du ribosome a également ¢été retrouvé chez des souches de S. suis (Hadjirin et
al., 2021, C. Zhang et al., 2022). Ce geéne confere une résistance aux pleuromutilines mais aussi
aux lincosamides. Les génes de résistance vgb et vat(D) ont aussi été identifiés, dans 3 souches
de S.suis (Nicholson & Bayles, 2022). Ces genes conférent une résistance contre,
respectivement, la virginiamycine et les streptogramines A. Ces deux geénes sont

potentiellement portés par un phage.

Deux variants de geénes conférant une résistance a la tétracycline, tet(44) et tet(T), ont
¢galement ét¢ décrits (Hadjirin et al., 2021, Nicholson & Bayles, 2022). Ils codent tous deux
pour une protéine de protection du ribosome (Levy et al., 1999, Abril et al., 2010). Les génes
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tet(32) et tetA(P), codant, respectivement, pour une protection du ribosome et une pompe
d’efflux (Roberts, 2005), ont été rapportés (non vérifiés car les données génomiques ne sont

pas accessibles) (X. Wang et al., 2023).

Par ailleurs, deux geénes de résistance au trimethoprime, dfrF et dfrK, présents sur des

plasmides, ont également été rapportés (Hadjirin et al., 2021, P. Liang et al., 2021).

Enfin, des mutations ont ¢été décrites dans le géne mraY qui code une
acétylmuramoylpentapeptide-transférase, une enzyme essentielle pour la synthése de la paroi

(Hadjirin et al., 2021).

III. Biofilms et résistance aux antibiotiques

1. Composition d’un biofilm

Dans I’environnement, les bactéries sont présentes sous deux formes, planctonique ou
sessile. Lors de ce dernier mode de vie, elles peuvent se développer en biofilm (en consortium
de bactéries, rassemblé au sein d’une matrice structurée accrochée a une surface). Cette forme
de vie a été abordée succinctement dans la revue publiée en 2021 (Dechéne-Tempier et al.,
2021). La formation de biofilm confére aux communautés bactériennes colonisant ces surfaces
une protection contre les antibiotiques et le systéme immunitaire mais assure ¢galement une

augmentation du transfert de génes au sein de cette communauté.
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Figure 22 : Etapes de formation du biofilm. D’apres Yi et al., 2020.

ii.  Role du biofilm dans la résistance aux antibiotiques

L’organisation spatiale du biofilm ainsi que la répartition de sa biomasse induit la
présence d’un gradient de concentrations au sein du biofilm (Figure 22). L’oxygéne et les
nutriments sont plus abondants au niveau des couches superficielles alors que le cceur de
biofilm lui présente un milieu appauvri avec une accumulation de déchets métaboliques. Ces
conditions particulieres d’appauvrissement sont connues pour entrainer la libération de
I’alarmone (p)ppGpp dans le milieu ce qui induit une réduction du métabolisme des bactéries
et leur entrée en état de quiescence (T. Zhang et al., 2020). Chez S. suis, il a ét¢ montré que
I’alarmone est synthétisée par une seule protéine, Relss, qui transfére un groupement
pyrophosphate de I'adénosine triphosphate (ATP) a la guanosine diphosphate ou triphosphate
(GDP ou GTP respectivement) (T. Zhang et al., 2020). La présence de 1’alarmone (p)ppGpp est
capable d’induire la surexpression du géne pdh responsable de 1’activité pyruvate
dehydrogenase. Cette activité enzymatique est impliquée dans la réponse aux stress et la
formation de biofilm mais également I’adhésion et 1’invasion de tissus épithéliaux ce qui
participe a la pathogénése chez S. suis.
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De plus, cette entrée en état de quiescence induit par la libération de (p)ppGpp participe
a la résistance aux antibiotiques. En effet, le ralentissement voire 1’absence de métabolisme des
bactéries les rend insensibles a certaines molécules antibiotiques (Uruén et al., 2020, T. Zhang
et al., 2020). Le manque de nutriment induit le la réponse stringence et réduit ainsi la synthése
d’ARN ce qui la encore participe a la résistance aux antibiotiques qui ciblent transcription
(Uruén et al., 2020). La présence d’ADN extracellulaire joue également un role dans la
régulation du développement des biofilms. En effet, de par sa composition chimique, I’ADN
est anionique et peut chélater des cations (Y1 et al., 2020). Ces molécules cationiques peuvent
étre des peptides antimicrobiens ou encore les lipopolysaccharides ou des composés de la

membrane externe d’autres bactéries pouvant représenter une menace (Yi et al., 2020).

En plus des propriétés intrinseques du biofilm, il semble que la mixité des espéces au
sein du biofilm joue un role important. Gao et ses collaborateurs ont montré qu’un biofilm
formé par Hamophilus parasus (une bactérie pathogéne du porc) et S. suis présentait une
structure plus épaisse et plus résistante aux antibiotiques que les biofilms formés a partir d’une
seule de ces deux espéces bactériennes (Gao et al., 2023). En plus de cette mixité, ['utilisation
d’antimicrobien en concentration sub-inhibitrice dans les élevages sur une longue période
favorise la formation de biofilm chez S. suis. En effet, Dong et col. proposent que I'utilisation
de norfloxacine, de doxycycline ou encore de gentamicine induit une augmentation de la
capacité des souches exposées a former un biofilm (Dong et al., 2023, Yi et al., 2020). Cette
observation rejoint les travaux de Guo et col. qui avaient démontré que, chez S. suis, toutes les
souches ne sont pas capables de produire un biofilm. En effet, la capacité a former un biofilm

a été étudiée chez environ 50 isolats cliniques et montre une forte disparité (Guo et al., 2012).

Dans notre revue publiée en 2021, le systéme de communication appelé quorum sensing
(QS) est abordé. En effet, lorsque la concentration de molécules signal AutoInducer-2 (AI-2)
atteint une certaine concentration, celle-ci est détectée et engendre une cascade de signalisation
aboutissant a I’expression de genes spécifiques (Y. Wang et al., 2018). Ces génes peuvent étre
impliqués dans différents mécanismes tels que la formation de biofilms. Les travaux de Xue et
col. de 2022 présentent différents inhibiteurs du QS comme des alternatives prometteuses aux
traitements antibiotiques actuellement utilisés (Xue et al., 2022). Plusieurs peptides ont été
testés en tant qu’inhibiteurs, c’est le cas du peptide TNRHNPHHLHHYV qui inhibe la protéine
LuxS en se fixant sur cette derni¢re (Xue et al., 2022). Cette inhibition de LuxS diminue la

formation d’Al-2. On peut également citer la metformine, une molécule initialement
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commercialisée pour ses activités antitumorales, anti-inflammatoires ou encore régulatrice de
la flore intestinale. Zuo et col. ont démontré en 2023 I’effet de cette molécule comme inhibiteur
de LuxS (Zuo et al., 2023). Le repositionnement thérapeutique de telles molécules pourrait

apporter de nouveaux moyens de lutte contre I’antibiorésistance.
iii.  Influence du biofilm dans le transfert de génes

La présence d’ADN dans le milieu est connue pour stabiliser la structure du biofilm. De
plus, il a été montré que le transfert de genes portés par des plasmides, éléments intégratifs
conjugatifs et transposons est augment¢ au sein d’un biofilm (Yi et al., 2020). La concentration
de différentes communautés bactériennes, augmente la probabilité de survenue de mutations ou

de déclenchement de réponses SOS au sein de biofilm (Yi et al., 2020, Uruén et al., 2022).

La capacité de S. suis a former un biofilm et se développer a I’intérieur de celui-ci lui permet
de survivre a différents stress mais également d’échanger du matériel génétique par transfert

horizontaux de génes que nous allons aborder dans la partie suivante.

IV. Le transfert de génes chez Streptococcus suis

Griffith a démontré, en 1928, qu'une souche non virulente de
Streptococcus pneumoniae, appelée souche R (« rough », formant des colonies rugueuses)
pouvait acquérir le caractére virulent d’une souche S («smooth », formant des colonies
mucoides) apres avoir été mise en contact avec une culture S dont les cellules ont été tuées par
la chaleur (2 ou 3 h a 60°C) (Figure 23) (Fred Griffith, 1928). Ce changement de phénotype a
été confirmé par la croissance des streptocoques, issus du sang des animaux morts, dont I’aspect
des colonies était devenu « smooth ». Ce phénoméne a ¢été qualifié par Griffith de

« transformation ».
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Figure 23 : Expérience de transformation bactérienne de Griffith. De gauche a droite : injection de souche S (virulente),
les souris meurent ; injection de souche R (non virulente), les souris survivent ; injection de souche S tuée par la chaleur, les
souris survivent ; injection d’un mélange souche R-souche S tuée par la chaleur, les souris meurent (Prescott et al., 2013).

En 1944, Avery, MacLeod et McCarty poursuivent ces travaux et identifient le support
de I’information responsable du caractére virulent des souches S (Avery et al., 1944). Pour ce
faire, ils ont préparé différents extraits de la souche S (virulente) qu’ils ont mélangé avec une
culture de souche R, avant mise en contact avec un sérum anti-R. Si des clones S sont présents
dans la culture, ils ne seront pas précipités par le sérum et pourront former des colonies
« smooth » sur boite de Petri. Apres ¢limination des lipides et des sucres, les extraits ont été
filtrés et les protéines précipitées. Malgré ces traitements, le pouvoir transformant était
conservé. C’était également le cas des échantillons traités par la trypsine et une ribonucléase,
ce qui leur a permis de conclure qu’il ne s’agissait ni de protéines ni d’ARN. Le seul traitement
entrainant une perte de D’activité¢ transformante consistait en I’ajout de « dépolymérase de
I’acide desoxyribonucléique » (DNase). Lorsque cet extrait, traité par la DNase, était mélangé

avec une culture de la souche R, il n’y avait pas de développement de colonies « smooth »
79 |Page



(Figure 24). Ils ont ainsi pu déterminer que le caractére virulent était porté par I’ADN et que ce

dernier était donc le support de I’information génétique (Avery et al., 1944).

Figure 24 : Expérience d’Avery, MacLeod and McCarty. Une culture de souche S est tuée par la chaleur puis apres
¢limination des sucres et des lipides, différents traitements sont appliqués a cet extrait cellulaire. De gauche a droite : Témoins
négatif, positif, traitement : DNase, RNase, protéase, Ces différents extraits sont mélangés avec une culture de souche R. Seul
le traitement DNase bloque la transformation de cellules R en cellules S. (Prescott., 2013).

Ainsi, ce fiit la premiére démonstration d’une transmission d’information entre deux

étres vivants, sans que 1’un soit le descendant de 1’autre (transfert horizontal).

De nombreuses découvertes en génétique ont succéd¢ a ces travaux. L’apparition des
techniques de séquengage de I’ADN a ouvert la voie a I’étude des mécanismes d’expression de

I’information génétique (génes, opérons, régulons).

80|Page



1000 000

100 000

10 000

1,000

100

Nombre d’assemblages

Chromosomes &
— EENOmMes complets

== Scaffold

e Cuntig

1995 2000 2005 2010 2015 2020

Figure 25 : Augmentation exponentielle des génomes procaryotes dans les bases de données au cours du temps.
Nombre de génomes assemblés avec différents niveaux d’assemblages dans GenBank du NCBI. L’axe des X commence en
1995, I’année ou les deux premiers génomes complets ont ét¢ publiés. Génomes complets : tous les chromosomes
complétement assemblés avec des gaps n’excédant pas plus de 10 bases ambigu€s. Chromosomes : tous les chromosomes
assemblés mais pouvant contenir des gaps ou des « scaffolds » non-localisés. Contig : seuls les contigs non assemblés sont
disponibles. D’apres Koonin et al., 2021.

L’automatisation et 1’apparition des techniques de séquencage a haut débit, associés a
des analyses bio-informatiques de plus en plus sophistiquées (Figure 25), ont permis d’aborder
I’¢tude de la totalité des génes d’une bactérie (génomique) (Kobras et al., 2021), de I’espece
bactérienne (pangénomique) (Cummins et al., 2022) mais aussi plus largement de son
¢cosysteme (métagénomique) (Quince et al., 2017). Le développement des techniques d’études
globales et sur cellule unique (« single cell ») apporte, par ailleurs, de nouvelles informations
concernant la dynamique spatio-temporelle de 1’évolution, de 1’organisation et de 1’expression
des génes au sein de la cellule bactérienne (Koonin et al., 2021, Bouwman et al., 2022). Ces
nouvelles technologies laissent entrevoir la complexité des interactions des bactéries avec les
autres microorganismes, ses hotes et I’environnement et I’imbrication de tous ces processus.
C’est le cas pour I’antibiorésistance puisque que I’on sait maintenant que la plupart des
mécanismes de résistance aux antibiotiques sont codés par des genes de résistance aux
antibiotiques qui sont sur support génétique mobile et donc transférables a d'autres bactéries
par transfert horizontal de génes (THG) (Arnold et al., 2022). Aprés une présentation générale
du THG, un focus sera fait sur les mécanismes les mieux caractérisés a I’origine du transfert

horizontal, la fagon dont ils interagissent et les barrieres auxquelles il se trouvent confrontés.

8l1|Page



1. Généralités sur le transfert horizontal

Par opposition au transfert vertical qui consiste en un transfert d'information génétique
entre une cellule et sa descendance, le transfert horizontal permet l'acquisition de genes

exogenes entre une cellule dite donneuse et une cellule dite receveuse (Figure 26).

C) Transfert horizontal

Descendance . FADN
non sexuée -
de type d
verticale g— L g—
COCO O

Figure 26 : Transfert vertical et horizontal de I’ADN bactérien Une bactérie meére (en haut) transmet son génome a ses
deux cellules filles : transfert vertical. Une bactérie verte (a droite) transmet une partie de son génome (trait vert épais dessiné
sur le chromosome) a une bactérie qui n’est pas sa descendante directe : transfert horizontal. Une fois que le fragment d’ADN
vert est intégré dans le génome de la cellule réceptrice, il sera hérité par sa descendance. B. Aigle, com. pers.

o

L’acquisition de geénes exogenes peut se faire via quatre mécanismes différents : la
transformation, la conjugaison, la transduction et la vésiduction. Le transfert de nouveaux genes
pouvant présenter un intérét évolutif pour la cellule hote (Johnson & Grossman, 2015) peut
ainsi étre la conséquence de processus trés différents (Figure 27). L’intégration de ces
fragments d’ADN peut étre cotliteux pour la bactérie et 1’acquisition des geénes qu’ils portent
peuvent se révéler inintéressant d’un point de vue évolutif. Leur maintien sur le long terme sera
donc défini par un ratio bénéfice/colt (Fontaine et al., 2015). Les trois mécanismes de transfert
horizontal de geéne (THG) les mieux décrits sont la transformation, la conjugaison et la
transduction. Des vésicules membranaires, assurant la vésiduction, décrites plus récemment,
participent au THG et sont abordés dans la revue publiée lors de la lére année de these
(Dechéne-Tempier et al., 2021). Dans la suite, je vais traiter succinctement la transformation et

la transduction pour principalement m’intéresser au transfert de génes par conjugaison.
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Figure 27 : Quatre voies de transfert horizontal : conjugaison (transfert de génes d’antibiorésistance [ARG] au moyen
d’un contact direct entre une cellule donatrice et une cellule réceptrice), transformation (intégration par la cellule réceptrice
de génes ARG provenant de I’environnement), transduction (les génes ARG sont transportés de la cellule donatrice vers la
cellule réceptrice au moyen d’un bactériophage) et vésiduction (la cellule donatrice sécréte des vésicules contenant les génes
ARG et ces vésicules sont transférées a la cellule réceptrice). D’apres Zhu et al., 2023.

a. Transformation

La compétence est définie par deux capacités naturelles des bactéries : l'acquisition
d'ADN nu de l'environnement et l'intégration dans leur génome (Figure 27). Le résultat de la
compétence peut étre la transformation des souches, lorsqu’il y a une modification du
phénotype. La transformation a été observée initialement chez S. pneumoniae, comme décrit au
début de cette partie et extensivement étudiéé, en faisant un systétme modele (Figure 28)
(Johnston et al., 2014). Bien qu’elle ait ¢t¢ mise en évidence chez de nombreuses espéces
bactériennes, son déclenchement et sa régulation n'ont pas été décryptés pour toutes les souches

transformables naturellement.
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Figure 28 : Etapes initiales du processus de transformation chez S. pneumoniae. Des signaux de I’environnementaux
vont déclencher la compétence naturelle dans une cellule. Une fois la cellule compétente (1), elle peut capturer I’ADNdb
étranger grace a un pilus de transformation. L’ ADNdb a I’origine de la transformation est capturé au milieu des cellules (foci
rouges, photo du haut), ce qui permet de penser qu’il s’agit des sites de localisation des pili. Apres capture, I’ADNdb est
transmis au récepteur ComEA, avant d’étre transféré a la nucléase EndA (foci jaunes, photo du bas). EndA dégrade un brin
de I’ADNdb capturé et I’ADNsb résultant est transféré a travers la membrane via un pore ComEC (2). Aprés internalisation,
I’ ADNBsb est recouvert de nucléoprotéines (SsbB) qui le protégent et crée un réservoir d’ADNsb pour recombiner avec son
génome (3). Suite a I’association avec une recombinase, il pourra y avoir échange de brins avec des séquences homologues
du génome Adapté de Johnston et al., 2014

La premiére preuve de l'induction de la compétence de S. suis a été rapportée par
Zaccaria et col. en 2014 (Zaccaria et al., 2014) aprés addition dans le milieu d’un peptide
extracellulaire inducteur (XIP) du facteur sigma alternatif codé¢ par le géne comX. La cascade
de signalisation de transformation de S. suis ainsi que les facteurs environnementaux régulant
ce transfert sont décrits dans notre revue de 2021 (Dechéne-Tempier et al., 2021). Depuis, des
travaux ont démontré une induction de la compétence de la souche P1/7 de S. suis lorsqu’elle
est cultivée dans du sérum porcin et humain activés (Ferrando et al., 2021). Le contact avec des
sérums non-activés ou provenant de veau n’ont pas cet effet inducteur de la compétence. L’¢tat

de compétence induit par le sérum est indépendant (i) du XIP, (ii) du répresseur avec lequel il
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interagit (ComR) et (ii1) de ComX (facteur sigma alternatif responsable de la transcription des
genes tardifs de compétence), ce qui démontre I’existence d’une voie alternative assurant la
mise en place des systémes de capture et d’intégration de ’ADN chez S. suis. 1l est donc
envisage par les auteurs que I’état de compétence puisse €tre mis en place chez I’hote aux sites
d’infection, entrainant 1’intégration d’ADN ¢étranger. Ce mécanisme pourrait contribuer a la

virulence et/ou a la survie des bactéries.

Autant I’implication de la transformation bactérienne comme source de diversité
génétique, (en permettant 1’acquisition de nouveaux geénes et le brassage génétique au sein des
populations bactériennes) est simple a appréhender autant son role antagoniste dans
I’¢limination de I’ADN étranger du génome semble plus complexe a saisir. Des modélisations
in silico d’une population bactérienne dans des environnements stochastiques (pouvant exposer
les bactéries a des stress aléatoires) a permis de tester le role de la compétence dans 1’évolution
bactérienne (Carvalho et al., 2020). Les facteurs pris en compte sont qu’un EGM intégratif peut
apporter un avantage sélectif dans certaines conditions de stress tout en ayant un colt de
conservation, en réduisant la croissance de son hote. Ainsi, Croucher et col. en 2016 ont proposé
que la transformation contribuerait a un « nettoyage chromosomique » en réintégrant un all¢le
sauvage en lieu et place d’un EGM (Croucher et al., 2016). Carvalho et col. ont montré que la
transformation pourrait étre une clé de la stabilité a long terme des génomes en permettant que

I’acquisition des EGM intégratif soit transitoire (Croucher et al., 2016).
b. Transduction

La transduction est un mécanisme de transfert faisant intervenir des virus de bactéries
(bactériophages ou phages) (Figure 27). Ils peuvent étre intégrés dans le chromosome bactérien
(prenant alors le nom de prophages) et sont maintenus de fagon lysogéne (systeme de
transmission verticale). Lors de leur entrée en phase lytique, les prophages s’excisent du
chromosome de leur hote et des particules infectieuses vont étre générées, suite a
I’encapsidation du génome viral. Lors de cette étape du cycle de multiplication viral, des
portions d'ADN bactérien peuvent étre empaquetées dans la capside virale et étre transférées
dans une autre cellule. Ce processus est appelé transduction. En 2008, Ma et Lu ont été les
premiers a démontrer l'existence d'un bactériophage lytique capable d'infecter S. suis. Les
auteurs soulignent que ce phage code une intégrase, ce qui permet d’envisager qu’il puisse étre

lysogeéne pour certaines souches (Ma & Lu, 2008b). De plus, différents travaux font état de
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I’activation de prophages suite a 1’exposition a la mitomycine C, un antibiotique générant des

dommages sur I’ADN (Harel et al., 2003, F. Tang et al., 2013a, F. Tang et al., 2013Db).

D’autres chercheurs ont mis en évidence I’impact des bactériophages dans le transfert
de genes et notamment le transfert de génes de résistance aux antibiotiques chez S. suis. Une
syntheése en a été faite dans la revue que nous avons rédigée (Dechéne-Tempier et al., 2021).
Depuis, une étude extensive des prophages présents dans 133 génomes de S. suis (isolés chez
I’humain et le porc malade et sain) accessibles dans les bases de données a été publiée, faisant
¢état de 91,7% des souches portant au moins un prophage (Figure 29) (Osei et al., 2022). Malgré
différents degrés d’assemblage des génomes, ce sont 71 prophages complets dont les séquences
ont été analysés de facon approfondie. Cette étude démontre la grande diversité des phages
présents dans les génomes de S. suis. Pour 49,7% des geénes qu’ils portent, une fonction putative
a pu leur étre assignée. Un géne de résistance aux macrolides, msr(D) et un de résistance aux
tétracyclines, tet(O), sont ainsi pour la premiere fois, identifiés sur des prophages de S. suis et
complétent la liste précédemment établie des 10 génes d’antibiorésistance identifiés sur des

séquences de prophages de S. suis (Dechéne-Tempier et al., 2021).

91.7
Prévalence totale

84.2 7 ) 429

Incomplet - Complet

54.1

e Putativement complet

Polylysogéne

Figure 29 : Prévalence des prophages dans les génomes de S. suis. 91,7% des génomes portent au moins une région
phagique, 84,2% des génomes sont polylysogenes (contiennent plus d’une région phagique avec une moyenne de 3,9 régions
phagiques par souche), 42,9% des génomes portent au moins un prophage complet, 54,1% des génomes portent au moins un
prophage putativement complet et 84% des génomes portent un prophage incomplet. Cette classification dépend du score de
présence des CDS phagiques (>90, 90-70 et <70 respectivement). D’apres Osei et al., 2022

L’ensemble de ces données souligne que ces EGM peuvent entrainer la dissémination

des genes d’antibiorésistance qu’ils portent.
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c. Conjugaison

Le mécanisme dit de conjugaison est généralement défini par un contact direct entre une
bactérie dite « donatrice » et une dite « réceptrice » (Figure 27). Ce contact se fait via un MPF
(Mating Pore Formation system) qui fonctionne comme un systeme de sécrétion (systeme de
sécrétion de type [V) ou d’un pilus (Guglielmini et al., 2013, Bellanger et al., 2014). La bactérie
donatrice va alors transmettre un fragment d’ADN chromosomique ou plasmidique. L’ADNdb
est pris en charge, entre autres, par une relaxase qui transforme I’ADN en molécule simple brin
et assure son passage au travers du systeme de sécrétion vers une cellule réceptrice (Bellanger
et al., 2014, Guédon et al., 2017). Hormis ce mécanisme de transfert d’ADNsb, largement
répandu chez les bactéries Gram-négatives et Gram positives, il existe chez les actinobactéries
un systéme de translocation a travers un pore constitué d’une seule protéine TraB (Thoma &
Muth, 2016). Cette protéine fonctionne comme une pompe a ADNdb de type FtsK en se liant a
des séquences spécifiques sur I’ADN a transférer et hydrolysant I’ATP. Ce mécanisme ne sera
pas présenté davantage, car tres ¢loigné du mécanisme de conjugaison des éléments étudiés

dans cette theése.

Suite au transfert conjugatif, le devenir de I’ADNsb dans les cellules donatrices et les
cellules réceptrices est dépendant du type d’EGM. Ces ¢léments ont une organisation
modulaire, cela signifie que les geénes et séquences impliqués dans une fonction sont
généralement groupés physiquement. Il existe des combinaisons plus ou moins complexes de
ces modules qui définissent des familles d’¢léments. Assigner un élément a une famille peut
étre complexe car (i) des modules différents peuvent assurer la méme fonction (ii) des échanges
de modules peuvent avoir lieu entre EGM et (iii) des modules peuvent étre acquis ou perdus
par un élément (Toussaint & Merlin, 2002) et (Burrus et al., 2002). Si ’ADN transféré est un
plasmide conjugatif, il portera, en plus du module de conjugaison, un module de réplication et
un/des modules de maintien. Une fois sous forme circulaire double brin, il formera un réplicon
extra-chromosomique et sera transmis verticalement. L’appellation d’Eléments Intégratifs
Conjugatifs (ICE) a été proposé (avec succes) pour se substituer a de multiples noms
(transposon conjugatif, plasmide intégratif, ilot génomique et élément non classifi¢). Cette
catégorie d’EGM regroupe des ¢léments capables de s’intégrer (et s’exciser) au génome de son
hoéte par recombinaison et de se transférer par conjugaison (Burrus et al., 2002). Une fois I'ICE

sous forme ADNdDb circulaire, le systéme de recombinaison porté assurera son intégration au
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chromosome de 1’hdte receveur mais aussi sa réintégration dans le chromosome de la cellule

receveuse. Ainsi, I’ICE sera transmis a la descendance des bactéries.

Les plasmides et les ICE ne sont pas les seuls EGM a pouvoir étre transférés par
conjugaison. Des plasmides et des Eléments Intégratifs Mobilisables (IME), bien que ne portant
pas de module de conjugaison sont capables de pirater le MPF d’un ¢lément conjugatif co-
résident grace a leur module de mobilisation (au minimum une séquence origine de transfert :
oriT, mais plus fréquemment oriT + géne codant une relaxase ou ori7+geéne de relaxase + geéne

codant une protéine de couplage) (Schréder & Lanka, 2005, Guédon et al., 2017) (Figure 30).
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Figure 30 : EGM pouvant étre transférés par conjugaison. Un MPF peut étre établi entre une bactérie donatrice et une
bactérie réceptrice. Un plasmide conjugatif en plus de modules de réplication et de maintien, porte un module de conjugaison
comprenant les génes codant le MPF (fléches saumon), la relaxase (fleche verte) et séquence origine de transfert (077 : étoile
verte). La relaxase (rond vert) reconnait spécifiquement la séquence oriT, y introduit une coupure a un site spécifique appelé
nic (clivage simple brin) et s’y associe de fagon covalente pour passer a travers le MPF. Un ICE porte, en plus, un module de
recombinaison (fleche rouge) qui lui permet de s’exciser et s’intégrer dans le chromosome de son hote (trait gris). Ces
¢léments peuvent porter des génes cargos comme des geénes de résistance aux antibiotiques (fléche violette). Les éléments
mobilisables plasmides et IME ne portent pas de module de conjugaison mais possedent un module de mobilisation qui
permet a leur ADN de pirater un MPF (téte de mort) déja formé. Ils possedent également des génes cargos qui les rendent
acteurs de la dissémination des génes de résistance aux antibiotiques. V. Libante com. pers.

Le role joué par les éléments intégratifs transférés par conjugaison dans I’échange de
genes, et notamment le transfert de génes de résistance aux antibiotiques, chez S. suis a ét€¢ mis
en ¢vidence dans de nombreux travaux. Une synthése en a été faite dans la revue que nous
avons rédigée (Dechéne-Tempier et al., 2021) et un complément sera apporté plus loin dans le

paragraphe V.vi.

88 |Page



Aucun plasmide conjugatif ou mobilisable, porteur de geénes de résistance aux
antibiotiques n’a été formellement rapporté chez S. suis. En effet, il reste possible qu’un
plasmide soit porteur du géne erm(T) a moins qu’il ne soit sur un ICE (R. Yu et al., 2022).
Cependant, d’autres ¢léments moins conventionnels porteurs de génes d’antibiorésistance ont
¢été décrits. Certains de ces ¢léments sont sont susceptibles d’adopter une forme circulaire et ce,
en absence de module de recombinaison. Ils peuvent étre transférés par conjugaison comme
une fonction accessoire d’un ICE. La description d’une structure circulaire non-conventionnelle
(UCS : Unconventional circularizable structure), identifiée chez S. suis a été faite suite aux
travaux de Palmieri et col. (Palmieri et al., 2012, 2013). Les UCS ne codent pas de recombinase,
mais sont bordés par des répétitions directes (DR : « direct repeat ») 100 fois plus longues que
des DR cibles de recombinases spécifiques de site et leur excision/intégration est indépendante
de recA. L’¢élément exploiterait des fonctions de I’hdte qui pourraient agir en trans. L’UCS 15K
de S. suis porte de multiples geénes de résistance tet(O/W/32/0), tet(40), erm(B), ant(6)-1a et
aph(3”)-Il1a et est transférée comme une région cargo vers différentes especes de streptocoques
par I'ICE ICESsu32457 qui s’intégre a I’extrémité 3’ du géne rplL (Palmieri et al., 2012). Chez
une souche de S. suis, un geéne Isa(E), au sein d’un cluster de geénes de résistance a différents
antibiotiques (MDR) est intégré dans un ICE et peut adopter seul une forme circulaire extra-
chromosomique et constitue une UCS (M. Yang et al., 2020). La production de bactériocines
par la souche hote n’a pas permis aux auteurs de I'utiliser comme donatrice et de tester la

mobilisation de cet élément.

Un second type d’¢léments circulaires extra-chromosomiques sont les unités
translocables (TU : « Translocable Units »). Ce sont des séquences d’ADN délimitées par la
présence de séquences d’insertion (IS) dans la méme orientation. La formation d’une molécule
d’ADN circulaire est due a la recombinaison entre les deux copies d’IS. Apres excision, le
chromosome et la TU portent chacun une copie d’IS rendant possible sa réintégration au

chromosome (Figure 31).
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Figure 31 : Structure des transposons composites et des unités translocables (TU). Le transposon composite est un
fragment d’ADN flanqué de deux séquences d’insertions (IS) en répétition directe. Le TU se circularise, suite a son excision
du transposon composite. Le TU et le chromosome de I’héte portent chacun une copie d’IS. D’apres Tansirichaiya et al.,
2016

Chez une souche de S. suis, deux copies identiques d’IS/2/6F, délimitent une région de
10kb qui contient les génes de résistance optrA, fexA, spc and erm(A). Cette TU est capable de
s’exciser et a été identifiée chez différentes especes (Q. Yang et al., 2023). Elle ne se transfere
pas seule mais comme une partie d’ ICESg5301 (ICE identifi¢ simultanément chez S. suis et

Streptococcus gallolyticus) qui s’insére a 1’extrémité du geéne rpl/L chez les réceptrices.
1. Barriéres au transfert horizontal et interactions entre EGM

Les mécanismes a ’origine du transfert horizontal se heurtent a différents types de
barrieres. Le premier frein est 1i¢é au mécanisme de transfert mis en jeu. La conjugaison
nécessite une proximité physique entre cellules donatrice et réceptrice suffisante pour que le
systtme MPF puisse s’établir. La transformation est tributaire de la stabilité¢ de I’ADN dans
I’environnement. La transduction, en raison de la résistance de la capside phagique, permet
quant a elle des transferts longue-distance mais la quantité d’ADN transférée est limitée par la

taille de la capside (Popa & Dagan, 2011).

Concernant les barricres cellulaires contre les EGM, le plus simple est d’empécher leur
entrée (Isaev et al., 2021). La plupart des bactéries sont capables de sécréter des polymeres de
haut poids moléculaire et se structurer en communauté incluses dans une matrice

extracellulaire, rendant leurs membranes moins accessibles aux phages et a la formation de
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MPF. La modification du récepteur cellulaire utilisé pour 1’adsorption d’un phage le rendra

incapable de pénétrer dans les cellules.

Les bactéries peuvent héberger de multiples EGM appartenant a différentes catégories
qui peuvent interagir des facon synergique ou antagoniste (Horne et al., 2023). La figure 32, ci-
apres, illustre ces différents processus qui vont €tre décrits succinctement. Des éléments
intégratifs et des plasmides ou des prophages peuvent former des ¢léments composites, en
s’emboitant les uns dans les autres (« matriochkas ») ou en s’intégrant en tandem au méme site
d’insertion. Ainsi, un ¢élément peut acquérir de nouvelles fonctions ou genes avantageux
provenant d’un autre EGM, favorisant son transfert (Figure 32a). Une fois dans la cellule
réceptrice chaque élément peut se dissocier diminuant le cotlit pour I’héte si tous ne sont pas
conservés (Figure 32b). Un ¢€lément intégratif dans un plasmide peut bénéficier de copies
multiples grace au systéme de réplication, qui augmente le dosage des produits de genes
avantageux pour 1’héte (Figure 32¢). Une méme cellule peut contenir de multiples plasmides
entrainant des interactions multiples et complexes. Cela va de I’incompatibilité des machineries
de réplication et du maintien, entrainant une épistasie (un seul sera maintenu chez I’héte), a une
combinaison colit/avantage sélectif favorable a la coexistence de différents plasmides comme
le montre la prévalence de ces ¢léments dans les cellules (Figure 32d). Un élément conjugatif
peut entrainer la mobilisation d’éléments porteurs d’un module de mobilisation (mob) ou d’une
origine de transfert (oriT) qui bénéficie du MPF formé avec la cellule réceptrice (Figure 32e).
Des plasmides peuvent interagir physiquement et former des plasmides mosaiques en
fusionnant. Ainsi de nouveaux €léments sont générés avec de nouvelles propriétés qui pourront
assurer leur succés évolutif (Figure 32f). La transduction phagique peut favoriser la
dissémination de plasmides, d’éléments intégratifs ou des PICI (ilots génomiques inductibles
par les phages) qui utilisent leur capside (Figure 32g). Les associations de modules font que les
phages-plasmides, épisomes réplicatifs codant une capside, pouvant alterner entre un mode de
maintien plasmidique ou phagique (Shan et al., 2023) ont une plasticité génomique importante
(Figure 32h). A la reprise d’un cycle lytique, un prophage peut se répliquer et encapsider des
séquences chromosomiques adjacentes (Figure 321). Des antagonismes forts peuvent se mettre
en place entre ¢léments. Des séquences satellites (épisomes parasites des phages) et les PICI,
en plus d’entrer en compétition avec le génome viral lors de 1’encapsidation, ont un avantage
sélectif par rapport aux phages car ils ne vont pas tuer leur nouvel héte apres infection (Figure

32j). Certains EGM codent des systémes de défense face a ’entrée d’ADN étranger dans les
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cellules qui les hébergent (Isaev et al., 2021) : systemes BREX (exclusion des bactériophages),
systemes de restriction/modification, systéemes CRISPR-Cas (« clustered regularly interspaced
repeats and CRISPR-associated protein ») (Figure 32k), modification du niveau d’expression
du récepteur phagique (Figure 321), mort cellulaire induite par un systéme poison-antipoison
bloquant la dissémination des EGM (Figure 32m),changement de capsule rendant la cellule
réceptrice moins sensible aux phages et a la conjugaison (Figure 32n). Ces mécanismes vont
participer a la compétition entre EGM. 1l existe également des collaborations entre EGM, contre
d’autres EGM : un PICI a ¢ét¢ démontré comme possédant un systéme de défense contre les
phages rivaux de son phage auxiliaire dont ce dernier tire partie (Figure 320). L’impact d’un
EGM sur un autre EGM peut aussi se mettre en place de fagon intercellulaire avec un effet sur
un troisiecme EGM. La présence d’un phage modifie la structure d’un biofilm mixte Vibrio /
Pseudomonas, ce qui entraine I’excision d’un IME qui est perdu. Cet IME étant intégré dans

un ICE, il y a un effet direct sur I'ICE (Figure 32p).
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Figure 32 : Diversité des interactions entre EGM. D’aprés Horne et al., 2023. Voir texte précédent pour la description.

Les mécanismes de transfert horizontal et les interactions entre EGM ont un impact
direct sur la dissémination des génes de résistance aux antibiotiques. Dans la suite de cette revue

de la bibliographie un focus sera fait sur les ¢léments intégratifs qui sont transférés par
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V. Eléments intégratifs transférables par conjugaison

1.  Généralités sur les ICE et les IME

La conjugaison est un mécanisme de transfert d’ADN suite au contact direct entre une
bactérie donatrice et une réceptrice (Lederberg & Tatum, 1946). Certains EGM sont capables
de se transférer de facon horizontale par conjugaison et portent un module de recombinaison
qui leur permet de s’insérer dans un réplicon bactérien. Cette intégration leur permet d’étre
transmis de fagon verticale mais également de ne pas étre dépendant de fonctions de ségrégation
lors de la division cellulaire contrairement aux plasmides. Cet état intégré s’accompagne
vraisemblablement d’une réduction du cotit pour la cellule hote et leur permet d’étre conservé
dans sa descendance (Botelho & Schulenburg, 2021). Ces ¢léments intégratifs ont été classés
en ICE : Eléments Intégratifs Conjugatif (Bellanger et al., 2014) et IME : Eléments Intégratifs
Mobilisables (Guédon et al., 2017) en fonction des modules qu’ils portent (Figure 33).

Les caractéristiques du transfert conjugatif des ICE et des IME ont été brievement
présentées dans la sous-partie « conjugaison » de la partie IV (page 67) mais voir plus en détail
leurs structures permet de mieux comprendre leurs caractéristiques. Les ICE et les IME sont
présents sur le chromosome, délimités par des séquences d’attachement gauche et droite (attL
et attR, respectivement) qui contiennent des séquences répétées directes ou inversées (Figure
33 partie inférieure). Ces séquences sont reconnues par des recombinases (intégrase a tyrosine,
recombinase a sérine ou transposase a motif DDE). Ces enzymes sont codées par les ICE et les
IME et composent le module «d’intégration/excision ». L’¢lément excisé va alors se
circulariser suite & un événement de recombinaison spécifique des sites d’attachement (att) avec
la formation d’un site a#t/ sur la forme circulaire nouvellement formée. Au niveau du
chromosome va alors se former un site a#tB témoignant de la disparition de I’élément comme
représenté figure 33 (partie supérieure) (Bellanger et al., 2014). Parfois en plus de la
recombinase, le module comprend également un RDF pour « recombination directionality
factor », ce facteur va comme son nom I’indique favoriser I’excision de 1’¢lément par la
recombinase et est généralement associé a une recombinase a tyrosine (Johnson & Grossman,

2015, Guédon et al., 2017).
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Figure 33 Excision/intégration d'un ICE (2 gauche) et d’un IME (a droite). Les ¢léments sont délimités par des sites
d’attachements gauche (a#L) et droit (attR). Les traits fins représentent le génome de I’hote, les traits plus épais I’élément et
les traits verticaux trés épais les séquences répétées flanquantes de 1’élément. Le rectangle blanc correspond a une ou plusieurs
fonctions accessoires (résistances aux antibiotiques, pathogénicité, maintient...), le rectangle bleu au module de conjugaison
pour un ICE (MFP, relaxase, protéine de couplage ori7) , le traingle bleu au module de mobilisation (pour un IME) et le
rectangle rouge au module d’intégration excision (intégrase a sérine, recombinase a tyrosine ou transposase a motif DDE et
parfois un co-facteur :RDF). L’intégration et ’excision sont toutes deux catalysées par une intégrase le cofacteur, RDF
(« Recombination Directionality Factor ») est impliqué fréquemment dans les réactions avec les intégrases a tyrosine et
quelques fois avec les recombinases a sérine. Apres excision, I’élément est sous forme circulaire et porte un site d’attachement
(att]) et le chromosome de 1’hote un site vide d’attachement bactérien (a#B) au niveau d une séquence génomique conservée
(triangle jaune). D’apres Bellanger et al., 2014.

Le role des différents modules caractéristiques des ICE et des IME va étre maintenant

détaillé.
ii.  Module de recombinaison

Le site d’intégration des ICE et IME est souvent situ¢ a I’extrémité 3’ des génes codant
des ARNt et aux extrémités 3’ ou 5° de genes codant pour des protéines dites « de ménage »
(Bellanger et al., 2014). Pour les intégrases a tyrosine, I’extrémité du geéne est quasiment
toujours reconstituée suite a 1’intégration de I’élément, ce qui n’entraine pas de perte de
fonction. En effet, il semble que la sélection naturelle a largement privilégié des sites d’insertion
fortement conservés dans le génome bactérien. Toutefois, selon 1’espece hote et la recombinase
codée par le module d’intégration/excision, I’intégration est plus ou moins spécifique. Cette
spécificité de site ne s’applique pas pour les éléments codant pour une transposase a motif DDE

(Johnson & Grossman, 2015, Ambroset et al., 2016, Guédon et al., 2017).
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Les transposases a DDE sont des enzymes capables de reconnaitre un site spécifique sur
un fragment d’ADN. Elles vont hydrolyser les liaisons phosphodiesters des extrémités de
I’EGM pour générer des groupes 3'-OH libres et lier ces groupes a une séquence d'ADN cible

par une transestérification en une seule étape (Nesmelova & Hackett, 2010).

La plupart des intégrases appartiennent a 1'une des deux superfamilles de recombinases,
appelées recombinases a tyrosine et a sérine, selon que la catalyse est médiée par un résidu

tyrosine ou sérine (Zhang et al., 2023).

Les recombinases a tyrosine anciennement appelé A intégrase (Landy, 2015) sont
divisées en deux catégories. L’une va nécessiter une protéine de liaisons a I’ADN capables de
favoriser l’intégration de 1’éléments comme par exemple une « RDF » (recombination
directionality factors) (Figure 33 partie gauche). Cette premicére catégorie regroupe les
complexes unidirectionnels (Zhang et al., 2023). L’autre catégorie regroupe les complexes
bidirectionnels qui peuvent assurer 1’intégration et I’excision de I’élément sans complexe
protéique favorisant I'une des deux réactions (Zhang et al., 2023). Les tyrosine recombinases
vont reconnaitre les sites spécifiques atf sur le génome bactérien. Le brin supérieur de chaque
site att est clivé par une des deux paires d'intégrases induisant la formation d'un intermédiaire
phosphotyrosine et les brins sont échangés créant une jonction d'ADN appelé jonction de
Holliday, qui est ensuite transformée en produits recombinants par la paire restante d'intégrases
qui clivent et échangent les brins inférieurs (Figure 34).
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Figure 34 : Mécanisme d'échange de deux brins d'ADN avec une catalyse par une tyrosine recombinase. Formation
d’une jonction de Holliday apreés reconnaissance des sites att et coupure de ’ADN bactérien par une des paires de
recombinases. Les sites catalytiques au niveau des tyrosines sont les résidus indiqués par « Y-OH ». Les phosphotyrosines
sont représentées par « P ». D’apres (Prorocic & Stark, 2013).
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Cas des recombinases a serine

Les recombinases a serine sont des enzymes capables de reconnaitre un site spécifique
sur un fragment d’ADN et de créer une cassure double brin au niveau de ce site (Stark, 2014),
(Lietal., 2018). Un des brins posséde deux-trois bases supplémentaires puisque la recombinase
coupe de fagcon décalée afin de créer des régions « overlap » (Stark, 2014). Ces extrémités
nouvellement formées et possédant cet « overlap » sont polarisées afin d’étre recombinées avec
un fragment d’ADN dans un sens particulier, ce qui évite des mésappariements avec des

séquences d’ADN non complémentaires.

Concretement, les recombinases a serine vont (1) reconnaitre les sites spécifiques
présents sur les séquences d’ADN double brin. Chaque site va ainsi €tre pris en charge par un
dimére de la recombinase. Lorsque deux sites vont se rapprocher, ils vont (2) former une
synapse ou « complexe synaptique » et former un pont afin de pouvoir procéder au (3) clivage,

(4) a I’échange et (5) a la recombinaison des brins d’ADN (Figure 35).

Serine recombinases
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Figure 35 : Mécanisme d'échange de deux brins d'ADN catalysé- par une sérine recombinase. Un complexe
synaptique est formé apres reconnaissance de deux sites de croisement pontés par un tétramere de recombinase (ovales
jaunes). Les sites catalytiques au niveau des sérines sont les résidus indiqués par « S-OH ». Les phosphodiesters sont
représentés par « P ». La séquence de chevauchement de 2-3 pb est indiquée par des lignes verticales. D’aprés (Prorocic &
Stark, 2013).

L’une des particularités des recombinases a sérine est d’étre régulées afin de commencer
la réaction catalytique seulement lorsque le complexe synaptique est « correctement » formé,
c’est-a-dire avec (1) la présence des deux matrices ADN ainsi que des sites « accessoires » dans
des conformations topologiques particulicres et (2) la présence des deux sous-unités protéiques
de recombinase afin de former une structure tétramérique (Stark, 2014, Li et al., 2018, Chen et

al., 2018).

D’un point de vue structural, toutes les recombinases a sérine sont composées d’au
moins 150 acides aminés (Smith & Thorpe, 2002, Stark, 2014, Rubio-Cosials et al., 2018).

Certains résidus sont fortement conservés au sein de cette famille et contribuent pour la plupart
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a la structure du site actif de I’enzyme. La région d’attachement est généralement située au
niveau de la région C-terminale de I’enzyme alors que le site actif est généralement présent
dans la partie N-terminale de 1’enzyme (Smith & Thorpe, 2002, Stark, 2014, Rubio-Cosials et
al., 2018, Chen et al., 2018).

Pour le cas des recombinases a sérine de plus grande taille, il ne semble pas y avoir de
séquences d’ADN accessoires nécessaires pour la formation du complexe synaptique. Les
dimeres d’intégrases vont se fixer sur les sites d’attachements att/ et attB généralement
composés de plus ou moins 40 nucléotides et engendrer une coupure au niveau de 2 nucléotides
au centre de cette région (Stark, 2014, Bellanger et al., 2014, Guédon et al., 2017). Cette
séquence de deux nucléotides semble étre le seul déterminant de la polarité des fragments et
donc seule garante de la recombinaison des sites at#l x attB en site attL x attR. Le « complexe
synaptique » est donc une étape clé de cette recombinaison car il doit garantir I’association d’un
site attl avec un site attB afin de former un « complexe synaptique » stable et donc fonctionnel

(Stark, 2014).

Dans une méme souche, plusieurs ICE ou IME peuvent avoir le méme site d’insertion
ce qui donne un phénomene d’accrétion qui génére une structure en tandem. De plus, certains
sites d’insertion peuvent étre présents dans des ICE ou des IME, ce qui génere des éléments
composites. C’est le cas des genes SNF2 et PPI des ICE de la famille Tn5252 qui servent de
site d’intégration pour certain IME (Libante et al., 2019). Ces structures complexifient
I’identification et le bornage in silico des ICE et IME dans les génomes bactérien (Bi et al.,

2012, Lao et al., 2022).
1ii.  Module de transfert

Une fois ’ADN circularisé, celui-ci est pris en charge par une enzyme codée par I'ICE
appelée relaxase. Elle forme avec des proté€ines accessoires un complexe appelé le relaxosome
(Johnson & Grossman, 2015, Guédon et al., 2017). Différentes familles de relaxases (appelées
aussi MOB pour « mobilisation ») ont été décrites dans la littérature : MOBFr, MOBH, MOBy,
MOBc, MOBg, MOBL, MOBp, MOBt et MOBy (Figure 36). Il est également possible de
trouver des MOB « hybrides », MOBrq; ou de MOBpru ou encore, des modules de transfert
sans MOB (Garcillan-Barcia et al., 2009, Guglielmini et al., 2013, Bellanger et al., 2014). Le

relaxosome va se fixer au niveau d’un site appelé origine de transfert (ori7) de I’élément et
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catalyser une coupure simple brin au niveau d’une séquence appelée « nic ». Ce clivage va
entrainer une liaison covalente entre la relaxase et I’extrémité 5 du brin d’ADN. La relaxase
fixée au niveau de I’oriT va ensuite guider le brin d’ADNsb vers une protéine de couplage qui,
comme son nom 1’indique, fait le lien avec le systéme de transport de I’ADN a travers la paroi
bactérienne appel¢ MPF (« Mating pore formation ») (Johnson et al., 2015, Guédon et al.,
2017). Deux types de CP ont été décrits : VirD4 et TcpA (Guglielmini et al., 2013).

(s

oo B
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o

Figure 36 : Représentation des différentes familles de relaxases. Les familles canoniques possédant une signature
HxH sont représentée dans un fond jaune pale. La distance entre les blocs rend compte de la parentée entre les relaxases.
Drapres (Soler et al., 2019).

Différents MPF ont également été identifiés ; MPFt, MPFrata, MPFg, MPFr, MPFga,
MPFi, MPFg, MPFr, MPFc (Bellanger et al., 2014, Grohmann et al., 2018,Costa et al., 2021).
Le transfert du brin d’ADN dans la cellule receveuse va se faire au travers d’un pore de
conjugaison formé de différentes protéines et localisé au niveau de la paroi cellulaire. Les
mécanismes responsables de la formation de ce pore n’étant toujours pas €lucidés, nous ne
savons pas si ce systéme est préexistant ou si I’assemblage se fait suite a 1’interaction
relaxosome-CP. Cette structure est caractérisée chez les bactéries a Gram négative (double
membrane et espace périplasmique) ou elle a été observée en cryoélectromicroscopie (Figure
36) et doit étre trés différente chez les Gram-négatives (membrane simple et couche épaisse de
PG). Le mécanisme de transfert de I’ADN est connu sous le nom de « tapis roulant ». Compte-
tenu de sa taille, la relaxase est transportée a travers la membrane sous forme déconformée

(Trokter & Waksman, 2018).
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Une fois I’ADNSsb transféré, il est converti en ADNdD, et intégré dans le chromosome
hoéte par recombinaison site-spécifique (Johnson & Grossman, 2015). Néanmoins, certains ICE
peuvent étre maintenus sous forme circulaire chez la souche receveuse pendant quelques
générations avant d'étre intégrés dans le chromosome au site attB (Johnson & Grossman, 2015,

McKeithen-Mead & Grossman, 2023).

Les IME ne codent pas ce systéme de sécrétion (Figure 37) indispensable a leur transfert.
Ils ne possédent donc pas de module de transfert a proprement parler mais ils codent un module
de mobilisation. Ils utilisent la machinerie de conjugaison codée par des ¢léments autonomes
(ICE ou plasmide) (Guédon et al., 2017). L’utilisation du module de conjugaison d’un ICE
permet la mobilisation de I’IME en trans (indépendamment de I’ICE) ou en cis dans le cas des
IME intégré dans des ICE qui peuvent se transférer de fagon concomitante avec I’'ICE qui

I’héberge (Guédon et al., 2017, Libante et al., 2020).
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Figure 37 : Architecture d'un T4SS chez les bactéries Gram négatives. D’aprés Waksman, 2019.
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Il est important de noter que le systéme de sécrétion de type IV (Figure 37) codé par
I’ICE peut servir également pour transporter des facteurs de virulence et donc étre considéré
lui-méme comme un facteur associ€ a la virulence. Cela a été mis en lumiére en étudiant 1’7lot
de pathogénicité 89K (renommé ensuite SsPI-1) de souches épidémiques de sérotype 2 de
S. suis responsables d’épidémies en Chine (Zhao et al., 2011). Il a été montré que la sécrétion
du facteur de virulence SspA (qui est une protéase de type subtilisine) était dépendante du T4SS

de I'ICE (Yin et al., 2016).
iv.  Module de régulation

La régulation du transfert de certains ICE a été décrite dans la littérature (Bellanger et
al., 2007, Carraro & Burrus, 2014, Bafiuelos-Vazquez et al., 2017). La détection de signaux tels
que la présence d’antibiotiques, de facteurs de stress déclenchant la réponse SOS ou de
molécules de QS dans I’environnement par les facteurs codés par le module de régulation des
¢léments peut induire in fine un transfert de I’'ICE (Carraro & Burrus, 2014, Bafiuelos-Vazquez
et al., 2017). L’existence d’un tel module a été décrit et étudié chez ICES?3 de S. thermophilus,
en effet, la présence de mitomycine C dans le milieu, induit le clivage d’un répresseur (Arpl)
apparenté au répresseur du phage lambda cl. La levée de répression induit I'excision spécifique
de I'ICE (Bellanger et al., 2007). Chez S. suis, il a ét¢ montré que I’expression de la protéine

VirD4 (protéine de couplage) de I’'ICE 89K/SsPI-1 était induite in vivo (Gu et al., 2009).
v.  Module de fonctions accessoires

Les ICE/IME codent également des fonctions accessoires telles que les génes impliqués
dans la virulence et/ou la résistance aux antibiotiques (Bellanger et al., 2014). On trouve
¢galement dans ces fonctions des geénes impliqués dans la production de bactériocines, la
partition de réplicons et/ou des systeémes de controle de la réplication (Bellanger et al., 2014,
Libante et al., 2019). L’ilot de pathogénicité 89K/SsPI-1, qui est un ICE de la famille Tn5252,
porte en particulier le systéeme SalK/SalR qui contribue a la virulence de souches épidémiques
de sérotype 2 de S. suis responsables d’épidémies en Chine (M. Li et al., 2008, Zhao et al.,
2019). La revue publié¢e en 2021 fait le point sur les différents génes de résistances portés par

des EGM et notamment des ICE et IME et a été actualisé partie III.
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Figure 38 : Structure composite d’¢léments intégratifs chez la souche S. suis NSUI84 et formes excisées possibles.
ICE1 appartient a la famille Tn/549 et est en accrétion avec ICE2 qui appartient a la famille Tn5252. Dans ce dernier est
inséré (dans le géne SNF2) un IME qui porte le géne fef(O) (fleche grise). ICE2 est en deux parties 3° et 5° interrompue par
I’'IME. Cette structure composite est insérée a 1’extrémité 3 du géne rplL (fléche noire). Les ICE sont délimités par des sites
d’attachements numérotés en fonction de I'ICE qu’ils délimitent ou qui sont générés aprés son excision. Les différentes
formes d’ICE excisées sont représentées dans la partie inférieure de la figure : (a) ICE1 seul, (b) le tandem ICE1-ICE2 et (c)
ICE2 incluant I'IME. Les formes excisées de I'IME seul (non schématisé) et du tandem (en grisé) n’ont pas ét¢ détectés.
D’aprés Libante et al 2019
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vi.  Eléments intégratifs conjugatifs/mobilisables décrits chez S. suis :

Chez S. suis, les ¢léments génétiques mobiles portant des génes de résistance sont le
plus souvent des ICE et des IME. Cinq familles d’ICE porteurs de génes AMR ont été décrites
chez S. suis : éléments des familles Tn5252, Tnl1549, Tn916, TnGBS?2 et les ICE intégrés dans
le geéne lysS de type ICEvanG. Ces familles ont été définies par la composition de leur module
de conjugaison et nommées en fonction du premier élément caractérisé pour chaque familles
(Ambroset et al., 2016). Ces ¢léments sont présentés dans la revue publiée lors de la 1¢re année

de thése (Dechéne-Tempier et al., 2021).

Les ICE peuvent s'intégrer dans un site hébergeant déja un élément génétique conduisant
a la constitution d'un tandem. Deux types de tandems ont été décrits chez S. suis jusqu'a présent
: des tandems ICE-ICE et des tandems ICE-prophage (Dechéne-Tempier et al., 2021). C’est le
cas chez la souche NSUI84 qui posseéde un ICE de la famille Tn/549 a c6té¢ d’un ICE de la
famille Tn5252 au site d’intégration rp/L (Libante et al., 2019). Des tests d’excision montrent
que ces deux ICE ne s’excisent pas en tandem (Figure 38b grisée) mais bien indépendamment

I’un de I’autre (Figure 38a et c) (Libante et al., 2019).

Les ICE peuvent également héberger des IME (Libante et al., 2019, J. Wang et al.,
2022). C'est le cas des IME intégrés dans les génes SNF2 des ICE de la famille Tn5252 porteurs
des génes tet(O). L’ IME présent chez la souche NSUI084 a été testé pour sa capacité d’excision
et de transfert mais aucune excision n’a été détectée (Libante et al., 2019). C’est également le
cas d’un ensemble d’IME porteurs des genes tet(O) et qui sont intégrés dans les génes PP/ d’un

ICE de la famille Tn5252 (J. Wang et al., 2022).

Bien que porteurs de trés nombreux geéne d’AbR, avec une prévalence élevée chez
S. suis, peu de choses sont connues sur les ¢léments intégratifs capables de se transférer par
conjugaison. L utilisation d’outils de bioinformatique combinés a I’intelligence artificielle rend
leur identification dans les génomes plus performante montrant a quel point ils y sont
nombreux. Toutefois les interactions pouvant exister entre ces ¢éléments, leur hote et leur
environnement posent beaucoup de questions (régulation, activation, antagonisme, synergie,
transfert, spectre d’hote, persistance dans les descendants et les populations...) qui méritent
d’étre étudiés tant les conséquences sont importantes pour la préservation de 1’efficacité des

antibiotiques dont nous disposons.
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Chapitre 2 : Problématique et objectifs des travaux

La lutte contre 'antibiorésistance représente un enjeu sociétal et économique majeur. I
est essentiel d’évaluer le potentiel de dissémination des genes de résistance aux antibiotiques

via des EGM afin de proposer des stratégies de contrdle.

S. suis est 1'une des principales causes d'infection chez les porcs, entrainant des pertes
¢conomiques considérables. En outre, il peut également infecter la faune sauvage et étre
responsable d'infections graves chez I'Homme. Ce pathogene zoonotique a été décrit comme un
réservoir important de génes d’AbR et apparait donc comme un mode¢le d’étude intéressant. La
plupart des génes d’AbR décrits chez cette espéce bactérienne sont portés par des ¢léments
génétiques mobiles et en particulier par des ICE et des IME. Des études ont été réalisées dans
plusieurs pays, en particulier au Canada, aux Etats-Unis et en Chine mais aucune donnée n’était

jusqu’alors disponible en France.

Notre projet visait, dans un premier temps, a déterminer les profils phénotypiques de
résistance/sensibilité aux antibiotiques de souches de S. suis isolées chez ’Homme, le porc et
le sanglier en France. Afin d’atteindre cet objectif, une collection de 200 souches de S. suis,
représentative de la diversité des souches isolées sur le territoire francais, a été constituée avant
d’étre analysées par antibiogrammes a 1’ Anses Ploufragan. Des analyses de « cut-off » ont été
réalisées afin de catégoriser les souches en deux catégories : sensibles ou résistantes. Des
analyses statistiques (tests de chi2, analyse de correspondances multiples et analyse factorielle
multiple) ont été réalisées avec 1’aide d’une biostatisticienne de 1’Anses, laboratoire de
Ploufragan-Plouzané-Niort, afin d’étudier le lien entre les phénotypes de résistance aux
antibiotiques et les commémoratifs des souches (période d’isolement, origine géographique,

sérotype, hote et site d’isolement).

Le second objectif était de caractériser au niveau génomique les souches de S. suis
résistantes aux antibiotiques identifiés lors de la premiére phase du travail. Ainsi la deuxiéme
phase du travail a consisté a (1) étudier la diversité et la parenté phylogénétique des souches,
(2) évaluer leur contenu en genes associés a la virulence, (3) évaluer la fréquence et la diversité
des génes d’ AbR portés par des EGM, en particulier des ICE et IME et (4) étudier la complétude
du set de geénes nécessaires a la compétence. Pour ce faire, parmi les 200 souches de la

collection, 102 souches ont été sélectionnées pour leur profil de résistance aux antibiotiques et
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leur génome a été séquencé. Le séquengage et 1’assemblage des génomes a été réalisé via la
plateforme de séquencage de 1’Anses. Les analyses génomiques ont ensuite été réalisées en
partie a 1’Anses (détermination des ST et des complexes clonaux) et en partie dans I’'UMR
DynAMic a I’Université de Lorraine (analyse des geénes de virulence, d’AbR, contenu en ICE

et IME et génes de compétence).

Enfin, le dernier objectif de ce projet était d’étudier expérimentalement chez S. suis, la
mobilit¢ des IME, EGM trés peu étudiés jusqu’ici (partie du travail réalisé dans 1’Unité
DynAMic). Notre intérét s’est porté plus particuliecrement sur des IME intégrés dans le géne
SNF2 des ICE de la famille Tn5252. Ces IME, porteurs de génes d’ AbR, sont tres fréquemment
retrouvés dans les génomes de S. suis. Peu d'informations sont disponibles sur leur capacité a
s’exciser et se transférer. Ces IME sont dépendants du module de conjugaison d’un ICE (ICE
« helper ») pour leur transfert et d’un ICE de la famille Tn5252 et de son géne SNF2 pour leur
intégration. La fonctionnalité des IME a ¢été analysée. Les ¢léments conjugatifs « helper » ont
¢galement été étudiés afin de mieux comprendre les interactions entre ¢léments mobilisables et

¢léments « helper » ainsi que la régulation de ces processus.
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Chapitre 3 : Résultats

I.  Profils de résistance aux antibiotiques de souches de Streptococcus suis i1solées
chez le porc, le sanglier ou I’Homme, entre 1994 et 2020, en France.

Article 1 : “Antimicrobial resistance profiles of Streptococcus suis isolated from pigs, wild
boars and humans in France between 1994 and 2020”. Publié¢ dans la revue Journal of Clinical

Microbiology (doi 10.1128/jcm.00164-23)

L’objectif du travail rapporté ici était déterminer le niveau de résistance aux antibiotiques
au sein d’une collection de souches de S. suis diversifiée. Notre approche a été tout d’abord de :
(1) constituer une collection de 200 souches représentatives de celles présentes en France
métropolitaine selon leur : sérotype, site d’isolement permettant de définir trois pathotypes
(pathogene, non-clinique et respiratoire), période d’isolement (antérieure ou postérieure au
premier plan EcoAntibio), hote (porcs, Homme, sanglier) et région géographique d’isolement
(la moitié en Bretagne, région de forte densité d’élevages, 1’autre moitié en France
métropolitaine) ; (2) réaliser les antibiogrammes des souches vis-a-vis de 22 antibiotiques
appartenant a 12 familles et utilisés en médecine vétérinaire et/ou humaine. Ces antibiotiques
ont été sélectionnés selon les recommandations du CLSI et aprés avoir fait une revue de la
littérature sur les différents antibiotiques généralement testés sur ce pathogéne dans le monde.
L’arbre de décision utilisé pour le choix des différents antibiotiques est présenté figure 39.

Critéres de sélection :

Geénes de résistance connus
» Présent dans littérature Streptococcus sp

Critéres de
sélection

Humains

Plusieurs AB Plusieurs AB

Sélection 0= sélection T Sélection
selection sélection

Figure 39 : Sélection des familles et antibiotiques utilisés. CLSI : Clinical & Laboratory Standards Institute, EUCAST :
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing AB : Antibiotiques.
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Cette étude a montré que 86% des souches analysées étaient résistantes a au moins un
antibiotique, avec un faible taux de résistance aux fluoroquinolones, aux pénicillines, a la
pleuromutiline et aux diaminopyrimidine-sulfonamides et un taux de résistance plus élevé aux
macrolides-lincosamides et a la tétracycline. Des profils de multirésistance ont été observés

chez 138 souches (69%); trois d'entre elles étaient résistantes a six familles d'antibiotiques.

Les analyses statistiques ont mis en évidence une diminution de la résistance au
triméthoprime-sulfaméthoxazole, dans notre collection, entre les deux périodes étudiées -avant
2010 et apres 2015 ainsi qu'un impact de 1'origine géographique avec un taux de résistance aux
macrolides-lincosamides et a la pénicilline plus ¢levée en Bretagne que dans les autres régions
francaises. En outre, les profils de résistance aux macrolides-lincosamides et a la tétracycline
ont été plus trouvés dans les souches isolées chez le porc que dans celles isolées chez I’Homme
et le sanglier. Une différence de résistance a également été observée entre les sérotypes. Les
souches résistantes a la pénicilline sont de sérotypes 1, 5, 9, 11, 12, 15, 27 ou 29. Enfin, les
résistances a la pénicilline et a la pleuromutiline ont surtout été trouvées dans des isolats "non

cliniques".

Le traitement des infections humaines et porcines dues a S. suis en France peut donc
encore étre réalisé sereinement avec des antibiotiques appartenant a la famille des B-lactamines.
Cependant, cette étude souligne la nécessité de surveiller la résistance aux antibiotiques chez

ce pathogene zoonotique, notamment chez des isolats non cliniques.
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ABSTRACT Streptococcus suis, an emerging zoonotic pathogen, causes invasive infections and
substantial economic losses in the pig industry worldwide. Antimicrobial resistance against
22 antibiotics was studied for 200 S. suis strains collected in different geographical regions
of France. Most of the strains (86%) showed resistance to at least one antibiotic with a low
rate of resistance to fluoroquinolones, penicillins, pleuromutilin, and diaminopyrimidine-
sulfonamides, and a higher rate to macrolides-lincosamides and tetracycline. Multi-
resistance patterns were observed in 138 strains; three of them being resistant to six
antibiotic families. Statistical analyses highlighted a decrease in the resistance to
trimethoprim-sulfamethoxazole, in our collection, between the two periods studied—
before 2010 and after 2015—as well as an impact of the geographical origin with a higher
rate of resistance to macrolides-lincosamides and penicillin in Brittany than in the other
French regions. Furthermore, macrolides-lincosamides and tetracycline resistance patterns
were more likely to be found in pig isolates than in human and wild boar isolates. A
difference in resistance was also observed between serotypes. Most of the penicillin-
resistant strains belong to serotypes 1, 5, 9, 11, 12, 15, 27, and 29. Finally, penicillin and
pleuromutilin resistances were mostly found in “non-clinical” isolates. The empirical
treatment of human and porcine infections due to S. suis in France can therefore still be
carried out with beta-lactams. However, this study emphasizes the need to monitor
antimicrobial resistance in this zoonotic pathogen.

KEYWORDS Streptococcus suis, pathogen, antimicrobial resistance, CLSI, disc
diffusion method
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Streptococcus suis is a zoonotic pathogen that causes pig infections and substantial
economic losses. Even though serotype 2 is preponderant, other serotypes can be
responsible for infections worldwide (1). In Europe, serotypes 9, 2, and 7 are dominant
among clinical pig isolates (61%, 18%, and 7% of the isolates, respectively), whereas
serotypes 1/2 and 3 are also frequently found in the rest of the world (2, 3). Together with
serotypes, Weinert et al. proposed to group S. suis strains into three groups or pathotypes
according to their isolation sites: (i) “non-clinical,” (ii) “respiratory,” or (iii) “systemic” (4).
These groups correspond to the (i) commensal, (ii) possibly opportunistic, and (iii)
pathogenic groups defined by Estrada et al. (5). These authors also suggested using the
serotype to predict the pathotype, as they demonstrated a link between serotypes and
pathotypes (5). Human cases of S. suis were mainly described in Asia, with three large
outbreaks in China reported in 1998, 2005, and 2016 (6). Clinical manifestations of S. suis
infection include meningitis, septicemia, endocarditis, and arthritis (7). In France, human
infections are scarce; the eighth French case since 1995 was reported in 2016 (8) and the
latest case corresponds to a woman hospitalized for meningitis after preparing wild boar
meat, with S. suis identified as the causative agent of the disease (7).

Several families of antimicrobials are commonly used in veterinary medicine to treat
bacterial infections. These include tetracyclines, beta-lactams, polymyxins,
macrolideslincosamides, aminoglycosides, sulfonamides, or trimethoprim-sulfonamides
(TMPSs) (9). The antibiotic families mostly prescribed for gastrointestinal pig infections
worldwide are tetracyclines, lincosamides, pleuromutilins, and macrolides (10-13).
Chlortetracycline, tetracycline, and amoxicillin are used for treating respiratory and
infectious diseases (14, 15). In France, tetracycline, beta-lactams (penicillins), macrolides,
and TMPSs are generally used for respiratory infections; polypeptides and tetracycline for
sepsis and gastrointestinal infections, respectively (12). Beta-lactams (penicillins) are
indicated for treating S. suis meningitis, septicemia, and/or arthritis (12). In France, the
regulation of antibiotics in veterinary medicine must meet French and European standards.
The use of these molecules is subject to marketing authorizations and be indicated in the
“summary of product characteristics” sheet. Checks are made on their distribution,
prescription, and use in accordance with European laws. In 2010, the European Union
initiated a common European program called “One Health” (16). This program is based on
the premise that there is a direct link between human health, animal health, and, more
generally, environmental health. In 2012, France implemented its first “EcoAntibio” plan in
order to reduce the use of antibiotics nationwide by more than 25% in 5 years. This plan was
a success, as the use of antibiotics dropped by 37% (9). Resapath (a French surveillance
network for antimicrobial resistance in bacteria from diseased animals) is part of the
antimicrobial resistance surveillance system for animals setup in France. The Resapath
network collects and analyzes data from routine antimicrobial susceptibility tests (disc
diffusion method) performed by diagnostic laboratories in the network and publishes an
annual report. For S. suis, this report includes the proportions of susceptible isolates for 12
antibiotics  (amoxicillin, oxacillin, erythromycin, tylosin, spiramycin, lincomycin,
streptomycin, kanamycin, gentamicin, tetracycline, doxycycline, and trimethoprim-
sulfonamides) (17). Except from Resapath, few data on the resistance of S. suis in France are
available in the literature (18, 19). Therefore, the aim of this study was to investigate the
resistance of a collection of S. suis strains isolated in France to a larger number of
antimicrobials. This collection of strains was fully characterized regarding serotype, and
included strains isolated from humans and wild boars. The statistical associations between
resistance/susceptibility and the isolation period, the strain’s geographical origin, serotype,
host, and pathotype were analyzed.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains

Two hundred isolates of S. suis were selected from the ANSES strain collection (n = 1,619),
resulting from different research programs, in order to get a set of strains representative of
the diversity of serotypes, geographical origins, and hosts available. All strains isolated from
human cases or wild boars were selected. This set included 21 strains of serotype 1, 20 of
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serotype 1/2, 32 of serotype 2, 30 of serotype 3, 30 of serotype 7, 33 of serotype 9, and 34
strains of other serotypes (six strains of serotype 4 and one or two strains of each of the
following serotypes: 5, 8, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 21, 24, 27, 28, 29, and 31) (Table S1). In
France, more than 50% of national swine production is based in Brittany, so we chose to
include 130 strains collected in Brittany and 70 from other regions of France. Most of the
strains were isolated from pigs (n = 178); the remaining 22 were isolated from humans (n =
13) or wild boars (n = 9). Strains were allocated to two groups according to the isolation
period (88 strains for the “before 2010” group and 112 for the “after 2015” group) to
examine the potential impact of the French EcoAntibio plan. Finally, strains were classified
into three pathotypes. The “systemic” group contained 127 strains isolated from samples of
the nervous system, blood, or joint when the causes of death were attributed to an infection
by this pathogen. The “respiratory” group hosted 31 strains isolated from pulmonary
samples obtained either from sick or clinically healthy animals on farms that had had
outbreaks of S. suis infections. The strains in the “non-clinical” group (n = 36) were from the
upper respiratory tract with no sign of S. suis infection in animals, and six strains were not
classified due to a lack of information. More details can be found in the supplementary data
(Table S1). All the strains used were confirmed by serotyping using the PCR method
described by Okura et al. (20).

Culture conditions and antimicrobial susceptibility testing

All the strains were stored at -80°C in a buffered peptone water solution with glycerol (20%).
Each strain was subcultured on Columbia agar with 5% sheep blood (BIO-RAD, Marne la
Coquette, France) and incubated overnight at 37°C under 5% CO2. Antimicrobial
susceptibility was tested using the disc (agar) diffusion method, according to Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) standards (VETO1-A and VETO1-S) (21, 22). Briefly, an
inoculum of 1 x 108 CFU/mL was prepared for each strain and used to inoculate a Mueller-
Hinton plate containing 5% of sheep blood (120 mm square plates; BIO-RAD) before the
application of antimicrobial discs (BIO-RAD, Marne-La-Coquette, France, or Mast
Diagnostics, Amiens, France). The plates were incubated for 22 h + 1 h at 35°C, and, after
bacterial growth, inhibition zone diameters were measured with a sliding calliper. The
reference strain Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 was used as a quality control
according to CLSI recommendations.

As S. suis is a zoonotic bacterium, the antimicrobials studied belong to either the
veterinary or human medicine list, or to both. For strains found resistant to penicillins and
fluoroquinolones by disc diffusion method, the minimal inhibitory concentration (MIC) was
determined using Micronaut-S microplates (from Merlin, Bruker). These microplates were
used according to the manufacturer’s instructions.

Strain categorization

Antimicrobial susceptibility test results were used to differentiate between strains without
or with acquired resistance mechanisms [wild type (WT) or non-wild type (NWT),
respectively] using cut-off values (COWT). The normalized resistance interpretation (NRI)
method was applied for each antibiotic to determine these COWT values (23, 24). The NRI
method applied to the disc diffusion antimicrobial susceptibility testing was precisely
described by Kronvall and Smith (23) and the related excel program is freely accessible at
the following website link: http://www.bioscand.se/nri/. The clinical interpretative criteria
specified in CLSI (22) were also used when available. When the COWT calculation was not
possible, the strain was categorized using the threshold diameters described in the literature
and observations of the measured diffusion diameters (22, 25-27). In this study, the WT
term will be expressed as susceptible to the antibiotic tested, and the NWT will be expressed
as resistant to the antibiotic tested.

Statistical analyses

The strains were classified according to different resistance profiles (Table S1) in proportion
to their resistance/susceptibility to the antibiotics tested. In total, 24 resistance profiles
were identified following the analyses carried out. The first (univariate) step entailed using
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a Chi-squared test and Fisher correction (required for limited expected counts) to explore
for each antibiotic possible links with other antimicrobial resistance rates together with links
between each antimicrobial resistance profile and the isolation period, serotype,
geographical origin, host, and/or pathotype. The second (multivariate) step considered all
the antimicrobial resistances. First, a multiple correspondence analysis (MCA) was
performed to illustrate whether the antimicrobial resistance rates for the different
antibiotics or the antimicrobial resistance profiles depend on the isolation period, serotype,
geographical origin, host, and/or pathotype (the latter variables being considered
supplementary in the analysis). Then, a multiple factor analysis (MFA) was used to determine
whether there is a correlation between the antimicrobial resistance observed for the
antibiotics of the same family and antibiotics of different families. For this purpose, each
family was considered a block of variables. In order to ensure the robustness of the various
tests and analyses, statistical analyses were performed only on groups with at least five
representative strains. All the analyses were performed using the R software with the
FactoMineR package (28). Only results with a P-value equal to or lower than 0.05 were
considered significant and subsequently interpreted.

RESULTS

Determination of cut-off values using the NRI method

The NRI method applied to the distributions of inhibition zone diameters can be used to
define two groups corresponding to the two observed populations divided by the COWT
(Table 1). Only one population was observed for gentamicin, chloramphenicol, florfenicol,
linezolid, quinupristin/dalfopristin, and vancomycin. Two were observed for ampicillin,
penicillin, cefotaxime, ceftiofur, imipenem, clindamycin, lincomycin, erythromycin,
tilmicosin, tylosin, enrofloxacin, levofloxacin, norfloxacin, and trimethoprim-
sulfamethoxazole. Finally, a complex pattern was observed for tiamulin and tetracycline. In
the absence of CLSI clinical interpretative criteria, the COWT value was therefore
determined manually for tiamulin. The human CLSI’s interpretive criteria for Streptococcus
spp. were used for tetracycline. For trimethoprim-sulfamethoxazole, the human CLSI’s
interpretive criteria for S. pneumoniae was used since no criteria was available for
Streptococcus spp.

Antibiotic susceptibility of the strains

No resistance was observed for the following antibiotics: gentamicin (aminoglycosides) (to
high  concentration levels), linezolid (oxazolidinones), quinupristin/dalfopristin
(streptogramins), and vancomycin (glycopeptides) (Table 1). For phenicols (chloramphenicol
and florfenicol), the NRI COWT and the breakpoints proposed by the CLSI differed by only 2
mm and 1 mm, respectively, which could lead to different interpretations for 18 strains. It
was decided to use the cut-off calculated by the NRI method and to classify all the strains as
susceptible to this family of antibiotics. Indeed, no strain differed from the wild-type
population for these two antimicrobials.

The resistance rates observed are reported in Fig. 1. Less than 1% of the strains tested
were resistant to fluoroquinolones (this single strain was resistant to enrofloxacin,
levofloxacin, and norfloxacin). Five percent of the strains tested showed beta-lactam
resistance with 10 strains resistant to penicillin G. Of these, three were also resistant to
ampicillin. These results were confirmed by MIC determination of penicillin G: 2 pg/mL for
three strains, 1 pug/mL for four strains, 0.5 ug/mL for one strain, and 0.25 pg/mL for two
strains. For ampicillin, MIC was 1 pug/mL for three strains. The breakpoints used were >0.12
ug/mL for penicillin G and >0.25 pg/mL for ampicillin (CLSI M100) (28). No strain was
resistant to cefotaxime, ceftiofur, or imipenem. For pleuromutilin (tiamulin) and
diaminopyrimidine-sulfonamides (TMPS), the proportions of resistant strains were 8% (n =
16) and 16% (n = 32), respectively. One of the highest resistance percentages observed was
for macrolides-lincosamides, with more than 71% of the strains tested having resistance
profiles [to erythromycin, 69% (n = 137); tilmicosin, 69% (n = 137); tylosin, 69% (n = 138);
clindamycin, 71% (n = 142); and lincomycin, 71% (n = 142)]. Finally, 81% of the tested strains
were resistant to tetracycline (n = 162).
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In total, 86% of the strains tested were resistant to at least one antibiotic (n = 171).

Among these isolates, 138 can be classified as multiresistant as they are resistant to three
families of antibiotics. Thirty-five, eight, and three strains were resistant to, respectively,
four, five, or six families of antibiotics. The resistance patterns are included in the
supplementary data (Table S2). The most common multi-resistance patterns observed in this
study are for macrolides (erythromycin, tilmicosin, and tylosin) associated with lincosamides
(clindamycin and lincomycin), and tetracycline (97 strains, profile P11),
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FIG 1 Resistance rates observed for 200 S. suis strains. The percentage of strains without or with resistance mechanisms (in light gray or black, respectively) was

represented for each antibiotic tested. The antibiotics are classified according to the antimicrobial family to which they belong.

followed by macrolides-lincosamides, tetracycline, and trimethoprim-sulfamethoxazole (20
strains, profile P15).

Prevalence of antimicrobial resistance according to the isolation period, serotype,

geographical origin, host, and pathotype

A significant decrease in resistance to TMPS occurred between the two periods with a
proportion of resistant strains dropping from 23.5% (20/85) before 2010 to 10.4% (12/115)
after 2015 (P < 0.035).

Serotype 2 was over-represented among lincomycin-susceptible strains with 20 strains
out of 61, i.e., 33% (P = 0.001). Interestingly, penicillin resistance was associated (P
< 0.001) with less common serotypes (two strains of serotypes 11 and 12, and one strain
of serotypes 1, 5, 9, 15, 27, and 29). A similar result was observed for tiamulin-resistant
strains, there being an over-representation of the serotypes classified under “others,”
with seven strains out of 16 from serotype 1 or 9 (three and four strains, respectively)
compared with nine strains from serotypes 5, 12, 15, 16, 27, 29, and 31 (1,2, 1,1, 1, 1,
and 2 strains, respectively) (P < 0.001). Strains with these serotypes are less frequent and
thus less studied than the others. Finally, among the 32 TMPS-resistant strains, there was an
over-representation (P <0.01) of serotypes “1/2” (nine strains), “others” (seven strains), and
serotype 3 (six strains).

The resistance profiles of the strains can also be correlated with their geographical origin.
An over-representation of resistance to the macrolide and lincosamide families and penicillin
was observed in strains collected in Brittany (erythromycin, P = 0.017; tilmicosin, P = 0.017;
tylosin, P = 0.012; clindamycin, P = 0.019; lincomycin, P = 0.019; and penicillin, P = 0.016).

Furthermore, strains isolated from humans or wild boars appear to have fewer acquired
resistance mechanisms to macrolides (erythromycin, P < 0.001; tilmicosin, P < 0.001; tylosin,
P < 0.001), lincosamides (clindamycin, P = 0.002; lincomycin, P = 0.001), and tetracycline (P
= 0.003) than strains isolated from pigs. However, these results must be taken with caution
since, in the collection, the number of strains isolated from humans or wild boar (n = 22) is
much lower than the number of strains isolated from pigs (n = 178).

Finally, regarding the correlations between resistance profiles and pathotypes, penicillin
and TMPS resistances are more frequently found in “non-clinical” or “respiratory” isolates
(P <0.001, P=0.011, respectively) than in systemic isolates.
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The MFA, confirmed by Chi-squared test, revealed an association between antimicrobial

resistances to tetracycline, macrolides (tylosin, erythromycin, and tilmicosin), and
lincosamides (lincomycin and clindamycin) (P < 0.001) and between resistances to penicillin
and tiamulin (P < 0.001) (Fig. 2A). An association between TMPS resistance and lincosamides
(lincomycin and clindamycin) resistance was also observed, but to a lesser extent (P =0.042).

The MCA (Fig. 2B) and Chi-squared test revealed a statistically significant link between a
systemic pathotype and an antimicrobial resistance to macrolides and/or lincosamides
and/or tetracyclines. A significant link was also found between the serotype “others,” the
geographical origin “Brittany,” the pathotypes “non-clinical” or “respiratory,” and resistance
to beta-lactams and pleuromutilin. The Chi-squared test also showed the influence of
serotypes and pathotypes on the resistance profiles observed in this study (P < 0.001 and P
< 0.001, respectively).

DISCUSSION

In this study, the NRI method was applied to calculate COWT values in order to distinguish
the S. suis strains with or without acquired resistance to 22 antibiotics (non-wild type: NWT
or wild type: WT, respectively). When the COWT calculation was not possible, the strain was
categorized using the threshold diameters described in the literature (22, 25-27) and
observations of the measured diffusion diameters. Five antibiotics are documented with
MICs for S. suis in the CLSI’s VETO1S (22) (penicillin G, ceftiofur, enrofloxacin, florfenicol, and
tetracycline), but interpretation diameters are given for only two of them (ceftiofur and
florfenicol). The COWT values obtained with the NRI method for ceftiofur and florfenicol in
this work do not differ more than 2 mm from the interpretation diameters indicated in the
CLSI’s VETO1S for S. suis (22). Likewise,
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FIG 2 Comparative analysis of the resistance profiles of 200 strains of S. suis isolated in France against antibiotics belonging to different families. (A) Multiple factor
analysis of antibiotic resistances: the different antibiotics belonging to the same family are represented using the same color code. Yellow was attributed to tetracycline,
brown to lincosamides, red to macrolides, and blue, gray, and black to penicillin, tiamulin, and trimethoprim-sulfamethoxazole, respectively. Resistances are noted as
“_R” and susceptibilities as “_S”. TET, tetracycline; L, lincomycin; CD, clindamycin; E, erythromycin; TIL, tilmicosin; TYL, tylosin; PG, penicillin G; TIA, tiamulin; TS,
trimethoprim-sulfamethoxazole. (B) Multiple correspondence analysis of all variables; in blue, black, yellow, red, and pink are active variables (which were used to
build the MCA): isolation periods before 2010 (B2010) and after 2015 (A2010), serotypes (1, 1/2, 2, 3, 7, 9, Others), geographical origins (Brittany: Bzh, other regions
of France: nBzh), hosts (swine, S; wild boars, WB; humans, H), and pathotypes (systemic, respiratory, and non-clinical), respectively; in green are additional variables
(resistance profiles) (the correspondence table of the resistance profiles is available as additional data, Table S2).
the interpretation diameters indicated for Streptococcus spp. only differ by 2 mm at most
from the COWT values obtained with the NRI method for chloramphenicol and vancomycin.

No strain appeared resistant to linezolid (oxazolidinone), quinupristin-dalfopristin
(streptogramins A + B), vancomycin (glycopeptides), and gentamicin (to a high concentration
level). Oxazolidinone (linezolid) appears to be very efficient against most Gram-positive
bacteria, including pathogens of importance for human health (29). To our knowledge, S.
suis resistance to linezolid and more broadly to the oxazolidinone family has only been
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reported in Asia in recent years (30-34). Two genes conferring two types of resistance
mechanisms are known in the literature, the cfr gene (coding an rRNA methyltransferase)
and the optrA gene (coding an ABC transporter) (35). The absence of resistance to linezolid
in our collection of strains confirms that this resistance is not present or very rare in S. suis
in France. Streptogramins are used against numerous highly resistant pathogens and are
therefore classified as antibiotics for last-resort human therapy (36, 37). Streptogramin A
resistance in S. suis conferred by the cfr gene and Isa(E) gene (coding an ABC transporter)
has only been described in a few genomics studies (29, 30, 34, 38, 39). These genes are
combined with an erm(B) gene in order to provide resistance to the quinupristin-dalfopristin
combination tested in our work. Vancomycin is among the last-resort antimicrobial agents
for the treatment of multidrug-resistant Gram-positive bacterial infections (40). Resistance
to vancomycin has been reported in China but not yet in Europe, and more specifically in
France, to our knowledge (32, 40). This can be explained by the difference in use specific to
each country and the nature of this resistance, as resistance is due to the presence of the
VanG-type resistance operon (40). S. suis has a naturally low level of resistance to
aminoglycosides. This family of antibiotics is currently used in combination with beta-
lactams in veterinary practice and is among the critically important antimicrobials (37). High-
level resistance to aminoglycosides is due to several genes encoding three types of target
modification enzymes leading to their inactivation, and are encoded by the aac, aph, and
ant genes (35). The Resapath network indicated the presence, in France, of a low rate (<2%)
of high-level resistance in S. suis isolated from diseased pigs in 2019 (2% for streptomycin,
4% for kanamycin, and 0% for gentamicin) (17). Our results are therefore in accordance with
Resapath findings.

Using the NRI cut-off, none of the S. suis strains appeared resistant to the two phenicols
tested (chloramphenicol and florfenicol). The resistance mechanisms to phenicols are
mediated by the cfr and optrA genes discussed above, which confer resistance to linezolid.
Another resistance mechanism is chloramphenicol acetyl-transferase mediated by the cat
gene (35). In Europe, phenicol resistance in S. suis is less common than in Asia (35). Thus, the
absence of resistance observed in this study is consistent with the observations reported in
the literature (18, 26).

Only one strain resistant to fluoroquinolones was identified in our collection. The
resistance was confirmed by MIC determination. This serotype-5 strain, isolated in 2009, has
a multiresistance profile as it is also resistant to macrolides-lincosamides, tetracycline,
pleuromutilin, diaminopyrimidine-sulfonamide, and penicillins. In Asia, the reported
resistance rate to enrofloxacin is higher (21-32.8% before 2010 and 28.8% after 2010) than
in both Europe (2% before 2010 and 1-5.3% after 2010) and North America (1.4% between
2006 and 2016) (25, 27, 41-43). The resistance rate measured in our work is consistent with
the rate measured in Europe. Fluoroquinolone usage represents 2.4% of the total use of
antibiotics in global pig production (12). Two types of resistance mechanisms have been
described in the literature as follows: mutations in the targets of fluoroquinolones (DNA
gyrase and topoisomerase IV) and efflux by an ABC transporter [sat(A) and sat(B) genes] (35).

Among the 200 strains tested, 5% was resistant to at least one antibiotic of the beta-
lactam family. In France, the Resapath network registered a resistance rate to beta-lactams
lower than 5% in 2019 (17). In Asia, the resistance rate to ampicillin (0.6-23% before 2010)
is higher than both North America (2.3-3% before 2010 and 0.6% after 2010) and South
America (0.5%) (25, 27, 44). Resistance to ampicillin was reported to be lower than resistance
to penicillin or ceftiofur (35). This is the case in our study for penicillin with three strains
resistant to ampicillin and 10 strains resistant to penicillin G. A decrease in penicillin G
resistance has been observed in North America (14-14.5% before 2010 dropping to 6.9%
after 2010), whereas the resistance rate remains stable in Asia and Europe (respectively
0.9-27% and 13.5% in Asia, and 0-13% and 2.6-5% in Europe before and after 2010) (25,
43). In this study, no difference between the two time periods was observed, in accordance
with the literature. Overall, the resistance rate measured in this study is similar to the rate
reported in Europe (Denmark, England, and Sweden) but lower than the rate measured in
North America and Asia (25-27, 41, 43). Penicillins—and especially amoxicillin—are the
molecules used for first-line treatment of S. suis infections. Thus, investigations were
pursued on the 10 S. suis strains resistant to beta-lactams. The determination of the MIC
indicated that 10 strains were resistant to penicillin. All the strains resistant to penicillin were
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isolated from pigs in Brittany, and were categorized as “non-clinical” for five strains,
“respiratory” for one strain, and “systemic” for one strain, while the pathotype of three
other strains was unknown. The resistant strains belong to various serotypes and were
isolated at different periods of time: serotypes 1 (one strain), 5 (one strain), 9 (one strain),
11 (two strains), 12 (two strains), 27 (two strains), and 29 (one strain). In this study, none of
the strains tested were resistant to cephalosporins. This is in accordance with the much
lower level of resistance to cephalosporin described in Europe (0.7% before 2010 and 0%
after 2010) than in Asia and North America (0.6-23% before 2010 and 0.9% after 2010 for
Asia and 1-23.1% before 2010 and 9.3% after 2010 for North America) (25). Resistance to
beta-lactams is due to modifications within the signal peptide region of certain penicillin-
binding proteins (mraY gene) (39).

Some of the strains tested showed acquired resistance mechanisms against
pleuromutilins (8% of the strains are resistant to tiamulin). No data are available from
Resapath for comparison. Resistance of S. suis to pleuromutilins has been observed
worldwide (1.9% in Brazil and >10% in North America and Denmark) (27, 41, 44). In our study,
the serotype seems to influence the pleuromutilins resistance profiles observed with three
strains of serotype 1, four strains of serotype 9, and nine strains of serotype “others” (one
strain of serotype 5, two strains of serotype 12, one each of serotypes 15, 16, 27, and 29,
and two strains of serotype 31). Tiamulin is the third most used drug in pig production (12,
41), being prescribed for swine dysentery, colitis or ileitis, and pneumonia (45). Resistance
mechanisms are encoded by two genes, the cfr gene and the ABC-transporter Isa(E) (33).
Trimethoprim-sulfamethoxazole resistance was encountered in 16% of the studied strains
(13% registered by the Resapath network) (17). Before 2010, North America had a low
resistance rate (1-1.2%), while in Asia and Europe, resistance rates were variable (0-59.1%
and 0-51.5%, respectively) (25). After 2010, the resistance rate in North America (2%) was
still low (27). In Europe, the resistance rate appears to be around 10% (8.6% in Denmark and
12% in England), i.e., in the same range as observed in our strain collection (26, 41).
Trimethoprim-sulfamethoxazole is an old antibiotic combination used in pig production (12).
In our study, the resistance rate to these antibiotics differs according to the isolation period
with a significant reduction in resistance between the two time periods. One third of the
resistant strains were of serotype 1/2. Finally, among the 30 strains classified as
“respiratory,” 11 were TMPS resistant.

A high proportion of strains resistant to macrolides-lincosamides was observed (71%). In
France, the Resapath annual report indicated in 2019 a figure of 60% for resistance to
macrolides and lincosamides (54% for erythromycin, 65% for tylosin, 58% for spiramycin,
and 61% for lincomycin) (17). The resistance rate measured in this study is thus above that
reported by Resapath but in the range described in Europe (up to 75% for erythromycin and
8%-87.4% for clindamycin) (25). The erythromycin resistance rate increased in Asia after
2010 (96.8% in China) (43) but appears to have decreased in some European countries (48%
in Denmark and 46% in England) (26, 41). Variations in the rate of resistance to macrolides-
lincosamides are observed worldwide, possibly explained by the usage of macrolides in pig
production (12). In our study, differences in resistance were observed according to the
geographical origin of the strains and the host, with a significant concentration of resistance
in porcine isolates from Brittany.

A high proportion of resistance was also observed for tetracycline (81%) in accordance
with the data from the Resapath network (17), which reported a resistance rate of 79% to
tetracycline for S. suis isolated from pigs in 2019. In North America and Asia, resistance rates
measured for tetracycline (87-100% and 86.9-96%, respectively) were higher for strains
isolated before 2010. In Europe, the resistance rate before 2010 was relatively
heterogeneous, ranging from 48% in the Netherlands to 95.4% in Spain (25). After 2010,
tetracycline resistance rates in Asia (97.8% in China) and Europe (75% in Denmark and 91%
in England) were still high (26, 41, 43). In North America, resistance to oxytetracycline was
also high (95.4%) (27). These observations are explained by the worldwide use of
tetracyclines in all pig production stages (first class of antibiotics used) (12). In our study, no
change was observed in the rate of tetracycline resistance between the two time periods
studied. As for macrolides-lincosamides, resistance to tetracyclines was higher in pigs than
in humans or wild boars. The mechanisms of tetracycline resistance have been well studied.
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They include efflux pumps and ribosome protection proteins (35). The existence of
numerous resistance genes may explain the diversity of the inhibition diameters observed.

In our study, 138 strains were classified as multi-resistant. Among them, the most
common resistance pattern observed was the macrolides-lincosamides-tetracycline pattern
(97 strains). This agrees with the association between resistance to tetracycline and
macrolides-lincosamides detected by MFA. This resistance pattern is the most frequently
described in the literature and generally results from a co-localisation of a tetracycline
resistance gene with an erm(B) gene on mobile genetic elements (25-27, 35, 41, 42, 44, 46,
47). Macrolides and tetracyclines are among the most frequently used antibiotics in pig
production worldwide (12). The World Health Organization has also defined them, among
others, as critically (macrolides) or highly (lincosamides and tetracyclines) important
antimicrobials for human medicine (36). In our study, antibiotics used exclusively in
veterinary or human medicine as well as antibiotics used in both spheres were tested against
strains isolated from swine, wild boars, and humans. There do not appear to be differences
in the resistance profiles of these strains in terms of the type of medical field in which these
antibiotics are used. The strain collection used for our study includes a small number of
human (n = 13) and wild boar (n = 9) isolates, and it would be beneficial to test more strains
in order to confirm these results. However, this shows the presence of these resistance
genes as well as their persistence given the lack of selection pressure for some molecules.
Among all the strains tested (200), three showed resistance to six antimicrobial families:
beta-lactams, macrolides, lincosamides, pleuromutilins, tetracyclines, and trimethoprim-
sulfamethoxazole. These strains belong to the least represented serotypes (5, 27, and 29) in
our collection and were of non-determined pathotype “not determined,” “non-clinical,” and
“respiratory” isolates, respectively.

In order to observe the potential impact of the French EcoAntibio plan intended to reduce
the prescription, sale, and consumption of antibiotics, we analyzed strains isolated before
2010 and strains isolated after 2015. A significant change (P = 0.035) in the TMPS resistance
rate was observed (63% of resistant strains before 2010 and 38% after 2010) in our
collection. Between 2011 and 2019, the exposure of pigs to this antimicrobial fell by 60.6%
in France (17), which could have a positive impact on the reduction of TMPS resistance in S.
suis. In France, more than half of the national pig production is concentrated in Brittany.
Overall, strains from this region appear significantly more resistant than those from other
French regions. In the literature, the impact of the close proximity of pigs on the spread of
resistance has already been studied at the scale of a few herds (48) or in a country, and the
link between the intensity of animal production and the spread of resistance has been
proven (27, 39, 41).

Some resistances were associated with particular serotypes. This is the case for penicillin
resistance found in infrequent serotypes. Further studies are needed to explain these
associations. It has been suggested that the serotype could predict the pathotype of S. suis
strains (5). The significant link observed in our study between “non-clinical” or “respiratory”
and serotypes other than serotypes 1, 2, 7, and 9 (serotypes called “other”) supports this
hypothesis. In addition, Hadjirin et al. pointed out a higher MIC in non-clinical isolates (39).
In our study, a statistically significant link was observed between the pathotypes “non-
clinical” or “respiratory” and resistance to penicillin and pleuromutilins. This agrees with a
previous report on resistance to beta-lactams mainly found in commensal strains (1). It
would therefore be beneficial to study these strains, which could serve as a reservoir of
resistance genes. Weinert et al. suggested that the respiratory tract is more ecologically
diverse than systemic locations (4). This environment could facilitate the appearance of
resistance mutations and the horizontal gene transfer of mobile genetic elements. Since
most resistance genes are carried by mobile genetic elements in S. suis (49), this would lead
to an enrichment of “non-clinical” strains in resistance genes. To effectively combat
antibiotic resistance, it appears vital to improve understanding of antimicrobial resistance in
all serotypes, but especially those not frequently studied, but which can act as a reservoir of
resistance genes for other bacteria.
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IT.  Caractérisation des genes de virulence, de résistance aux antimicrobiens
portés par des €¢léments génétiques mobiles et de compétence chez des
souches de Streptococcus suis isolées en France.

Article 2 : " Characterization of virulence traits, antimicrobial resistance genes carried by

mobile genetic elements and competence in Streptococcus suis strains isolated in France"

Cet article sera soumis treés prochainement a la revue Microbial Genomics.

Une collection de 102 souches de S. suis isolées chez I'Homme, le porc et le sanglier en
France a été soumise a un séquencage de génome afin de (1) réaliser un typage moléculaire des
souches (détermination des ST et CC), (2) définir leur contenu en génes associés a la virulence,
(3) décrypter les mécanismes responsables de leur résistance antimicrobienne et leur association
avec des ¢léments génétiques mobiles (EGM) et (4) évaluer leur capacité a acquérir de 'ADN
extracellulaire par transformation naturelle. L'analyse hiérarchique des composantes
principales a mis en évidence quelques facteurs associés a la virulence qui distinguent les
souches invasives CC1 des autres souches. Une pléthore de geénes d’AbR a été trouvée dans les
génomes. Outre les genes erm(B) et tet(O) fréquemment signalés, des génes d’AbR plus
récemment décrits ont été identifiés (vga(F)/sprA et vat(D)). La majorité des souches possedent
I'ensemble des geénes nécessaires a la compétence. Le risque de dissémination de ces genes
d’AbR ne doit donc pas étre négligé. Les ST principalement retrouvés dans notre collection de
souches sont : ST1(n=29), suivi par la ST16 (n=14) et la ST28 (n=11). Le typage MLST a aussi
mis en évidence la présence de 31 nouveaux ST, qui ont toutes été ajoutées a la base de données

pubMLST (https://pubmlst.org/).

Des analyses statistiques (classification hiérarchique sur composantes principales et
tests de chi2) ont révélé une association de génes de virulence particuliers chez les souches
appartenant aux CC1, CC16 et CC28, majoritairement retrouvés chez les cas cliniques. Ces
analyses ont également montré une corrélation entre la distribution des phérotypes et les CC.
Le phérotype I est associé¢ aux CC1 et CC16 et le phérotype II au CC28. L’identification des
genes d’AbR dans les génomes souligne une diminution de leur fréquence chez les souches
isolées post-Plan EcoAntibio et un nombre statistiquement plus élevé de génes d’AbR chez les
souches non-cliniques. De plus, 1’identification des génes d’AbR a confirmé leur localisation
prépondérante sur des ICE/IME (85%)). Prés de la moitié¢ des souches porte un IME ou un résidu

d’IME, contenant des geénes de résistance a la tétracycline et aux macrolides-lincosamides,
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inséré dans un ICE de la famille 7n5252. Ces analyses mettent en évidence I’existence chez ces

souches d’un potentiel élevé de propagation des génes d’AbR.
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2. Abstract

Streptococcus suis is a leading cause of infection in pigs, causing extensive economic losses. In
addition, it can also infect wild fauna and be responsible for severe infections in humans. Increasing
antimicrobial resistance (AMR) has been described in S. suis worldwide and most of the AMR genes
are carried by mobile genetic elements. This contributes to their dissemination by horizontal gene
transfer. A collection of 102 strains isolated from humans, pigs and wild-boars in France was subjected
to whole genome sequencing in order to: (i) study their genetic diversity, (ii) evaluate their content in
virulence-associated genes, (iii) decipher the mechanisms responsible for their antimicrobial
resistance and their association with mobile genetic elements (MGEs) and (iv) their ability to acquire
extracellular DNA by natural transformation. Hierarchical Clustering on Principal Components analysis
pointed out a few virulence-associated factors that distinguish invasive CC1 strains from the other
strains. A plethora of AMR genes was found in the genomes. Apart from the frequently reported
erm(B) and tet(O) genes, more recently described AMR genes were identified (vga(F)/sprA, vat(D)).
New AMR-MGE associations were detected. The majority of the strains have the full set of genes
required for competence. Hence the risk of dissemination of these AMR genes should not be
neglected.

3. Impact statement

The zoonotic pathogen Streptococcus suis is the causative agent of systemic diseases in pigs and
human, thus poses public health concerns. Increasing AMR and carriage of the AMR determinants by
MGEs have been reported for this bacterial species in many countries but data are scarce for strains
isolated in France. Using WGS, we analyzed 102 strains of different serotypes isolated in France (91, 8
and 3 strains isolated from pigs, humans and wild-boars respectively). We found that strains isolated
from upper or lower respiratory tract can carry up to 64 virulence-associated genes. A huge and high
amount of AMR genes were identified, most of them being carried by MGEs (in particular IMEs and
ICEs). New AMR genes-MGEs associations were identified. Having in mind the risk of dissemination of
AMR to other bacterial species, this study highlights the need for reinforcing surveillance of AMR in
S. suis not only for invasive strains but also for carriage strains.

4. Data summary

The authors confirm all supporting data, code and protocols have been provided within the article
or through supplementary data files.

5. Introduction

Streptococcus suis is an emerging zoonotic pathogen, causing invasive infections and substantial
economic losses in the pig industry worldwide. S. suis is classified in 29 serotypes on the basis of the
antigenicity of capsular polysaccharides (CPS) (1). In Europe, serotypes 2, 7 and 9 are dominant among
clinical pig isolates whereas, in humans, most clinical cases are associated with serotype 2 strains (2).
The nontypeable isolates that have been described harbor new variants of the cps locus (3-5).
Studying the population structure and the genetic diversity of S. suis is helpful to understand its
epidemiology. MLST is a popular molecular typing method applied to study genetic diversity in S. suis
(6). It helps defining sequence types (STs) and clonal complexes (CC) (7). There are currently 2337
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MLST profiles defined for S. suis (https://pubmist.org/, last update 2023-06-29) that can be grouped
in many CCs. The most important CCs causing infections in human and pigs are CC1, CC16, CC20, CC25,
CC28, CC94, CC104, CC233/379, and CC221/234 (6).

Several S. suis virulence factors have been characterized but it remains difficult to predict
pathotypes based on the presence or absence of those factors because strains from different
geographical areas seem to have different virulence profiles (8). Several studies have been published
on the virulence factors involved in the pathogenesis of American, Asian and some European strains
(8—13) but data are missing for strains isolated in France.

In S. suis, antimicrobial resistance (AMR) is mainly conferred by acquired genes located on mobile
genetic elements (MGEs), which are responsible for the dissemination between bacteria sharing the
same environment (14-16). Whole-genome sequencing (WGS) combined with comparative genomic
analyses was used to study AMR genes and their location on MGEs in S. suis strains isolated from
various countries (12,15,17,18). These studies showed that two categories of MGEs called Integrative
Conjugative Elements (ICEs) and Integrative Mobilizable Elements (IMEs) play an essential role in AMR
dissemination in S. suis. ICEs encode their own excision, transfer by conjugation and integration. In
addition to the genes involved or controlling their mobility, all ICEs carry cargo genes which can
provide properties (adaptation, virulence, antibiotic resistance) advantageous for their bacterial host
(19,20). IMEs also encode their own excision and integration in the bacterial chromosome but rely on
the conjugative apparatus of conjugative elements to transfer by conjugation. These mobile elements
have been less studied than ICEs because they are more difficult to identify in bacterial genomes,
particularly in streptococci since they are frequently found as composite elements (accretion with
other elements in tandem or integrated inside other genetic elements) (21,22).

Moreover, S. suis, like several other streptococci (Streptococcus thermophilus, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus mutans), is naturally competent i.e. can capture extracellular DNA and
integrate this DNA in its chromosome (23). This other mechanism of gene transfer can participate to
the acquisition of AMR genes (located on MGEs or not) from the surrounding bacterial environment.
As described by Zaccaria et al (24), S. suis needs several systems in order to incorporate extracellular
DNA in its chromosome: components to produce (ComS), process (hypothesis of Eep protease
involvement), import (Opp peptide transport system) and detect pheromone (thanks to the
transcriptional regulator ComR), an alternative sigma factor (ComX), a DNA-binding pilus, a DNA
transport system and a recombination synapse enabling integration of DNA in the chromosome. Three
different pherotypes, associated with different clonal complexes, have been described in S. suis (25).

We recently described the antimicrobial susceptibilities of a collection of 200 S. suis strains isolated
from 1995 to 2020 in different regions of France from different hosts (human, pigs and wild boars)
(26). WGS was done on half of these strains (93 resistant strains and 9 strains susceptible to all
antibiotics) representative of the diversity of serotypes observed in the collection in order to
characterize (i) their genetic diversity, (ii) their virulence gene pattern, (iii) the genes conferring AMR
in these isolates and the genetic environment of those genes i.e. their location on MGEs as well as (iv)
their putative competence and pherotype.
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6. Methods

6.1 Strains and growth culture

The collection of strains that was subjected to WGS include not only strains of the main serotypes
found in clinical human or animal infections but also less frequent serotypes (serotypes 5, 10, 11, 12,
14, 16, 18, 27, 29) (supplementary file S1).

Bacterial strains (n=102), stored at -80°C in buffered peptone water solution with glycerol (20%),
were sub-cultured on Columbia Agar with 5% Sheep Blood (BIO-RAD®) and incubated overnight at
37°Cunder 5% CO..

6.2 DNA extraction and Whole Genome Sequencing

DNA extraction was performed with the NucleoMag® Tissue kit from MACHEREY-NAGEL and the
DNA quality was checked with the Qubit™ ds DNA HS Assay kit from Invitrogen.

WGS sequencing was performed by the ANSES genomics platform with an Illumina Mi-Seq
equipment. The quality of the reads was checked using FastQC developed by S. Andrews (version
0.11.9, available at https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). De novo
assemblies were carried out using the Shovill pipeline developed by T. Seemann (available at
https://github.com/tseemann/shovill), with contigs of size higher than 200 nt and coverage higher
than 2. The quality of the assemblies was analyzed using Quast (Quality Assessment Tool for Genome
Assemblies) (27) and CheckM (28).

6.3 Genomic analyses

MLST typing was done using the pipeline developed by Athey et al. (29). MLST groups were
attributed with the scheme developed by King et al (30) using pubMLST (7) (https://pubmlst.org/).
New allele sequences and STs were uploaded to PubMLST to obtain the allele profiles and define the
genotypes. On the basis of their respective allele profiles, the S. suis isolates were clustered by using
the eBURST program (available as a plugin for the BIGSdb database software at https://pubmilst.org/).
When 6 of 7 alleles among the S. suis isolates were identical, these isolates were grouped in the same
cluster. Using this stringent group definition (6/7 shared alleles), isolates in a group defined by eBURST
are considered to belong to the same clonal complex (31,32). The isolates that did not belong to any
cluster were indicated as singletons.

Atotal of 70 genetic markers that can be associated with virulence (see list modified from Wileman
et al (33) in supplementary data file S2) was searched by local customBlast with the BlastX program
(E-value cut off e2°) using the Geneious prime software (version 2023, Biomatters). A hit was retained
only if it shows more than 70% of amino acid identity with the query with at least 80% coverage.

Pseudocontigs were generated by aligning each set of contigs to 21 reference complete genomes
(see list in supplementary data file S3) using the MeDuSa draft genome scaffolder (34). Remaining
contigs were concatenated to the pseudocontig using Geneious prime software (version 2023,
Biomatters). Pseudocontigs were annotated with Prokka (35) using the reference strain BM407
(RefSeq accession number: GCF_000026745.1) and used as inputs for the recently described ICEscreen
pipeline (36) (version 0.4, https://icescreen.migale.inrae.fr/) in order to identify MGEs present in the
genomes. Elements combining the four signature proteins of ICEs (integrase, coupling protein,
relaxase and VirB4) were counted as putative ICEs and those with at least one pseudogene as defective
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ICEs. Likewise, elements were considered as putative IMEs if they encode at least an integrase and a
relaxase and as defective IMEs if one of these genes is a pseudogene.

Annotated genomes were used as inputs for analysis by the Roary program (37) to extract and
make alignment of core genes (using the BlastP 95% default identity threshold, the “don’t split
paralogs” option and the more accurate codon aware alignment program). The distance matrix
obtained after this multi-FASTA alignment was then used to generate a phylogenetic tree of the strains
using the FastTree program (38). Genomic relatedness of the strains was also analyzed using dRep
(determination of Average Nucleotide Identity or ANI without primary clustering) (39).

The search for AMR genes was done by local customBlast with the BlastN program (E-value cut
off e2%) using the Geneious prime software (version 2023, Biomatters), against the imported ResFinder
database  developed by Zankari et al (40,41) (version 4.1., available at:
http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) and the CARD database developed by Alcock et al (42)
(version 3.0.3, available at https://card.mcmaster.ca/). Other AMR variants previously described in
S. suis (43—45) were searched (see supplementary file S4). A hit was retained only if it shows more
than 70% nucleic acid of identity with the query with at least 80% coverage. The genetic environment
of the AMR genes was analyzed using the Geneious prime software (version 2023, Biomatters). We
used the output annotated files generated by ICEscreen to see if the AMR genes were located on
MGEs.

Competence was analyzed by searching 38 genes (corresponding to the required components
described above, with three different variants for ComR and ten different variants for Coms, see list
in supplementary file S5 derived from (24,25)) in the genomes by local customBlast interrogation of a
home-built database using the BlastX program (E-value cut off e?°). Variants with less than 70% of
amino acid identity were manually checked and analyzed for conserved domains and residues. A
pherotype was attributed to the strains with a complete set of competence genes.

6.4 Statistical analyses and data visualization

Chi-squared tests, Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Clustering on Principal
Components (HCPC) analysis were done using the FactoMineR (version 2.8) package of R (using the
catdes, PCA and HCPC tools respectively). Only results with a p-value equal to or lower than 0.05 (i.e.
95% of level of confidence) were considered significant.

The integration and visualization of the genomic and statistical data were done using the ggplot2
3.4.2 (46), UpsetR 1.4.0 (47) and ComplexHeatmap 2.16.0 (48) packages of R.

7. Results and discussion

The 102 genomes passed the various steps of quality control (see ‘Methods’ and supplementary
file S6 for quality data for each genome). This set comprises the genome of 91, 8 and 3 strains isolated
from pigs, humans and wild-boars respectively (supplementary file S1).

7.1 Genome diversity of 102 French isolates of S. suis isolated from pigs, humans and wild-
boars

MLST typing of the 102 strains led to the identification of 31 new STs (1505 to 1509, 1514 to 1523
and 1854 to 1869) in our collection. The most prevalent STs were ST1 (n=29), followed by ST16 (n=14),
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ST28 (n=11), ST29 (n=11), ST231 (n=6), ST1505 (n=3), 1508 (n=3), ST13 (n=2) and ST94, ST1515,
ST1516, ST1518, ST1519, ST1521, ST1522, ST1854, to ST1869 (n=1 for each ST group). Most of the
strains (n=88) could be clustered in clonal complexes (CC) on the basis of their MLST alleles. Eleven CC
were identified, the most frequent being CC1 (n=29), CC28 (n=24) and CC16 (n=15) (Figure 1,
supplementary file S1).

Comparison of genomes using Roary identified 1144 genes shared by more than 95% of the strains
(“core genes” and “soft core genes”). This is close to the theoretical 980 core genes calculated by Chen
et al (49). Alignment of these core genes provided a distance matrix that was used to build the
phylogenetic tree shown on figure 1. Clusters obtained by this method are in accordance with the
clonal complexes defined by MLST typing. The only exception is CC28, which is divided in several
clades: three homogeneous ones with a systemic pathotype and belonging to serotype 7 and one
heterogeneous mixing serotypes (1-2, 2 and 7) and different pathotypes defined according to the host
isolation site of the strains (26) (Figure 1, supplementary file S1).

The genomic relatedness of the strains was also evaluated by calculating the average nucleotide
identity between strains. Four strains (450, 488, 561 and 1471) appear very distant from the other
strains. Three of them are carriage strains from pigs (one nasal carriage and two isolated from tonsil)
isolated before 2010 and the fourth was isolated from lungs of a pig after 2020 (supplementary file
S1). These strains were attributed new ST (1854, 1857, 1858 and 1861). These divergent strains exhibit
89-90% ANI with the other genomes compared to the standard 95% ANI species level (50)). Such
diversity inside the S. suis species has already been described (51,52).

Most of the strains of serotype 2 belong to ST1 (17 ST1 and 4 ST28) as reported in other European
countries (2). Interestingly, strains of different serotypes share the same ST: serotypes 1, 2 and 14
with ST1; and serotypes 3 and 14 with ST231 (Figure 1, supplementary file S1). Since the serotype of
the strains was confirmed using reference antisera (26), this indicates capsular switching in these
strains. Intraspecies horizontal transfer of serotype-specific cps genes has already been suggested
(53). Switching from serotype 2 to serotype 14 was reported to have no effect on virulence for the ST1
strain P1/7 (54). As far as we know, the impact of switching from serotype 3 to serotype 14 for ST231
strains has not been documented yet.
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Figure 1: Heatmaps of (i) clonal complex (CC), (ii) serotype, (iii) pathotype, (iv) virulence-gene pattern and (iv) host for the
102 genomes of French isolates of Streptococcus suis. Genomes have been grouped according to their phylogenetic distance
determined by alignment of their core genes (see ‘Method’) (as indicated by a phylogenetic tree at the left). The legends for
the heatmaps are indicated on the right of the figure. The names of the strains are indicated in the CC heatmap. Hierarchical
clustering (HCPC) enabled the classification of the genomes in three clusters according to their pattern of putative virulence
genes. The presence of a putative virulence gene is indicated in blue. Putative virulence genes have been ordered according
to their association with one of the three clusters of virulence genes (numbered 1 to 3) obtained by HCPC. Inside each
cluster, only genes that are discriminant (n=22) are indicated and ordered according to their discriminating power
(decreasing value of v.test obtained through HCPC indicated by a decrease of color intensity, a positive association i.e. v.test
positive is indicated in brown and a negative association i.e. v.test negative in green).
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7.2 Distribution of putative virulence genes among 102 isolates of S. suis

The set of 102 genomes was screened for the presence of 70 virulence-associated markers
described in S. suis (see ‘Methods’). Two markers (Lpp lipoprotein and RevS) were absent from the
genomes and two were found in only three genomes (SalK and SalR). Thirty-nine markers were found
in all or almost all the genomes. The other markers are found in 13 to 99 genomes (median=54 with
interquartile range i.e range 25%-75% of the values =52-62) (Figure 2 and supplementary file S1).

Hierarchical Clustering on Principal Components (HCPC) enabled the clustering of genomes in three
clusters according to the presence/absence of the 22 most discriminant genetic markers (Figure 1).
The most discriminating marker of cluster_1 is hyaluronate lyase, whereas 11 markers (the most
discriminating ones being adhesin P, extracellular protein factor and NadR) are positively associated
with cluster_2 Figure 1). Cluster_3 is characterized by the absence of some virulence associated
factors (the four most discriminating being SAG0907 homolog, DItA, SSU0207 and surface antigen
one). Statistical analysis (chi-squared tests, see ‘Methods’) indicated a significant link (at a 95%
confidence level i.e a p.value<0.05) between these clusters and (i) clonal complexes (p.value=5.77e-
32), (ii) the number of putative virulence associated factors (p.value=1.11e_28) but also (iii) with
pathotypes (p.value=3.13e-03). More precisely, strains of clonal complexes CC1, CC16 and CC28 are
associated with specific patterns of virulence associated factors. CC1 strains are associated with
cluster_2 (p.value=4.11e-26) whereas CC16 and CC28 are associated with cluster_1 (p.value=1.14e-04
and 1.58e-07 respectively). Cluster_2 is characterized by a higher number of putative
colonization/virulence factors (group ‘superior to Q3’ defined by more than 62 putative genes,
p.value=9.99e-14) and is associated with pathotype ‘systemic’ (p.value=2.52e-04). By contrast,
cluster_3 is characterized by less colonization/virulence factors (group ‘inferior of Q1’ defined by less
than 52 putative colonization/virulence, p.value=1.14e-14). These associations appear clearly on
figure 1. The association between CC1 and a higher number of colonization/virulence factors (chi-
squared test, p.value=9.99e-14) is also clearly visible on figure 2.

Through HCPC analysis, hyaluronate lyase was identified as a marker that distinguishes strains of
CC1 from the other strains. Indeed, all but two strains of this clonal complex (27/29) are devoid of this
factor. This is in accordance with previous studies indicating that many virulent strains of S. suis lack
hyaluronate lyase activity (55). This suggests that hyaluronate lyase is not an important virulence
factor of S. suis.

The extracellular protein factor (EPF), which is one of the discriminating markers of cluster 2
obtained by the HCPC analysis, is one of three virulence-associated factors, with the muramidase-
released protein (MRP) and the suilysin (SLY), that have been extensively used to predict the virulence
potential of S. suis strains mostly for strains of serotype 2 (8,56). In the strain collection examined in
this work, all the strains of CC1 (n=29), whatever their serotype (1, 2 or 14), harbor the genes encoding
these three factors (except one that is mrp’) (Figure 1, supplementary file S1). This is not true for
strains of these serotypes (1, 2 and 14) that belong to other CCs (which are all epf). The epf mrp* sly*
phenotype appears predictive of ST1 since all strains with this genotype (except one ST1521 strain)
are ST1 strains. Scherrer et al (13) previously reported a link between the presence of these three
virulence-associated factors and ST rather than with cps types. All the strains of CC1 with serotype 2,
even the human isolates, encode the reference P1/7 EPF (called the “110 kDa variant”). By contrast to
strains of CC1, strains of CC16 (n=15, all of serotype 9) are all epf. This is in accordance with the
observations of Wisselink et al. made on S. suis strains isolated from diseased pigs in seven European
countries including France (56). All the strains of CC16 are epf but mrp* sly*. Only four of these strains
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encode a variant of MRP with a higher molecular weight (>136 kDa). This is in contrast with the
observation of Wisselink et al (56) who reported a majority of high-molecular weight MRP in strains
of serotype 9. In addition, half of strains of CC28 are epf mrpsly (strains of serotype 7) while the other
half is mrp* (strains of serotypes 1-2 and 2). This is in accordance with a previous study made on French
isolates of S. suis (57).

Two other invasive disease-associated markers (SSU0207 and SSU1589/VirA) were proposed by
Wileman et al (33). These two factors are among the markers that enabled clustering of the strains
through our HCPC analysis. As previously described by Scherrer et al (13), VirA is present in all the
strains (except one) of CC1 (virulence cluster_2) but is absent in carriage strains. Other virA+ strains
belong to CC14 (serotype 9) (n=2), CC28 (serotypes 1-2, 2 or 7) (n=8) and CC94 (serotype 3). The
absence of SSU0207 is characteristic of strains of cluster_3. This factor is present in most of the strains
of cluster_1(53/59) but not only in invasive strains since it was found in 4 carriage strains. We analyzed
the SSU0207 sequence of strains of CC28 to see if the encoded protein is full-length or with partial
deletions as described by Scherrer et al (13). No deletion was found in the sequences analyzed.

Thirty-six virulence-associated factors were found in the four divergent strains (supplementary file
S1), 23 of them were previously described in the divergent strains analyzed by Baig et al (51). Most of
them are metabolism-related. Most (17/22) of the discriminating virulence-associated factors found
by HCPC analysis are absent in these divergent strains (Figure 1 and supplementary file S1).

It should be pointed out that one strain of CC1 (strain 1486) was isolated from lungs (pathotype
“respiratory” and not “systemic”) but harbors the highest number of virulence-associated factors
found in the genomes examined (64 markers in total) (Figures 1 and 2, supplementary file S1).
Likewise, one strain of CC16 (strain 568), which is among the three strains of this CC that harbor the
highest number of virulence-associated factors (54 markers in total), was isolated from the nasal cavity
(pathotype “respiratory” and not “systemic”). This suggests that these strains could have an high
invasive potential even if they were isolated from upper and lower respiratory tract.
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Figure 2: Number of putative virulence genes according to the clonal complex and the pathotype of the strains.
Boxplots indicate the median value and the interquartile range (Q1-Q3 i.e. [25-75%] of the values). CC with less than
five strains were grouped in the category “other”.
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7.3 Prevalence and diversity of Antimicrobial resistance (AMR) genes

We confirmed that the nine susceptible strains were devoid of AMR genes (supplementary files S1
and S7). Among the 93 other strains, 217 putative AMR determinants were identified, corresponding
to 16 different antimicrobial resistance genes. As expected, the most prevalent genes are genes
conferring resistance to macrolides and/or lincosamides and/or streptogramins (erm(B), n=76; Inu(B),
n=1; Isa(E), n=1, vat(D), n=1) or tetracyclines (tet(O), n=62). The two most frequent associations of
AMR genes are erm(B)-tet(O) (n=57) and erm(B)-tet(W) (n=10). Four other tetracycline resistance
genes were identified (tet(W), n=15; tet(O/W/32/0), n=7; tet(M), n=3; and tet(40), n=3). Genes that
were previously associated with resistance or reduced susceptibility to four other families of
antibiotics were also detected: (i) aminoglycosides: ant(6)-la (n=11), aph(3’)-1ll (n=7) and ant(9)-la
(n=5); (ii) streptothricin: SAT-4 (n=6); (iii) trimethoprim: dfrG (n=3) and dfrF (n=1); and (iv)
pleuromutilin: vga(F) (n= 15). Some strains harbor 6 or even 7 AMR determinants (that can confer
resistance to four to five different families of antibiotics) (Figure 3 and supplementary file S1).
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Figure 3: Prevalence and co-occurrence of antimicrobial resistance genes in the 102 genomes of French isolates
of Streptococcus suis (associations of more than 6 AMR genes are indicated in red).

All the strains that are resistant to macrolides (erythromycin, tylosin and tilmicosin) carry an erm(B)
resistance gene (n=76). Only one strain resistant to lincosamides (lincomycin/clindamycin) but
susceptible to macrolides carry Inu(B) and Isa(E) resistance genes. The four other strains resistant to
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lincosamides carry a gene with 86-88% identity with vga(F) described by Hadjirin et al (43). Further
analysis of these genes indicated that they encode an ABC-F protein with 84 to 86% of identity with
the recently described ribosome protection protein SrpA (58). This determinant was shown to confer
not only resistance to pleuromutilin but also to lincosamides. All but one of the strains resistant to
tiamulin (n=11) carry this srpA gene homolog. Thus, this resistance determinant appears widespread
in pig isolates of S. suis in France and likely confers resistance to several families of antibiotics.
Interestingly, it was also detected in two wild-boar isolates. However, we did not detect any IS
sequence upstream and downstream of the resistance gene that could enable formation of a circular
form as described by Zhang et al (58). However, interestingly, in one strain (strain 1551) the srpA gene
is interrupted by a genetic element that encodes a MobQ relaxase (with a PF03389 domain). There is
no evidence that this element is mobile since it does not carry any integrase gene. Among the 90
strains that are resistant to tetracycline, five (including three of serotype 9) do not carry any detectable
tetracycline resistance gene. In addition, only four genes conferring resistance to trimethoprim (3 dfrG
and 1 dfrF) have been detected. We did not identify candidate genes in the 18 other strains with this
phenotype of resistance (supplementary file S1).

Statistical analysis (chi-squared tests) indicated that the pathotype ‘systemic’ is significantly (at a
95% confidence level) associated with the group with the lowest content of AMR genes (‘<Q1 group’
i.e. less than 2 AMR genes, p.value= 1.31e-03) and the ‘carriage’ pathotype with the group with the
highest content of AMR genes (>Q3 i.e. >2 AMR genes, p.value= 1.86e-04) (Figure 4). This is consistent
with higher opportunities for gene exchanges in carriage strains than in invasive strains. In addition,
strains isolated before 2010 show a higher content of AMR genes than those isolated after 2015
(p.value=2.79e-04, supplementary file S1). This suggests that the French Ecoantibio plan had an impact
on the prevalence of AMR genes in S. suis.
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7.4 Prevalence of Integrative Conjugative Elements (ICEs) and Integrative Mobilizable
Elements (IMEs) in the set of 102 genomes of French isolates of S. suis

7.4.1 Distribution of ICEs and IMEs in the analyzed genomes
Among the 102 genomes studied, 129 (+ 21 defective) ICEs and 167 (+ 55 defective) IMEs were
detected (supplementary file S1). Strains host up to eight ICEs/IMEs and only one strain (strain 1556)
is devoid of ICEs and IMEs. Half of the strains host three to five integrative elements.
If we consider the distribution of ICEs and IMEs according to the serotype of the strains, it can be
noticed that strains of serotype 1 and serotype 7 harbor less elements than the other serotypes (chi-
squared tests, p.value=7.63e-05 and 2.27e-04 respectively) (Figure 5).
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Figure 5: Number of ICEs and IMEs according to the serotype and the pathotype of the strains. Boxplots indicate the
median value and the interquartile range (Q1-Q3 i.e. [25-75%] of the values).

7.4.2 Diversity of ICEs and IMEs in the genomes

ICEs found in the 102 genomes belong to six families according to their conjugation module (as
described in other streptococci (59)): Tn5252 (n=94), Tn1549 (n=18), Tn916 (n=3), ICE_vanG (n=7),
ICESt3 (n=2) and TnGBS2 (n=5) families (Figure 6). Some strains host up to 3 different ICEs of the
Tn5252 family (supplementary file S1).

IMEs can be classified according to the family of their relaxase (22). The most prevalent family of
IMEs detected in the genomes harbors a relaxase with a PF02486 domain (MobT family, n=72) (Figure
6). Most of them are integrated in a tRNALeu gene (n=68) (supplementary file S1). This was also one
of the most prevalent categories of IMEs in a previous study conducted on Canadian isolates of S. suis
(15). Most of the defective IMEs (n=50) are integrated inside a gene of an ICE of the Tn5252 family. In
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most cases, their integrase gene is interrupted by the insertion of a genetic element carrying an erm(B)
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Figure 6: Prevalence and co-occurrence of ICEs and IMEs in the 102 genomes of S. suis.

7.4.3 ICEs and IMEs carrying AMR genes.
Among the 217 AMR genes identified, 186 were found to be located on an MGE (Figure 7 and
supplementary file S1). Information is lacking for 13 AMR genes due to their location on short contigs.
AMR genes are mostly localized on IMEs (n=18) or defective IMEs (n=91). To our knowledge, several
IME-AMR gene combinations have not been reported until now: IME_SNF2-tet(O/W/32/0), IME_PPI-
ant(6)-la, IME_HTH-XRE-ant(9)-la, IME_guaA-erm(B) and an IME with a MobT relaxase carrying a dfrF
gene. All of these IMEs carrying an AMR gene, except two (IME integrated in a guaA gene and IME
integrated in a gene encoding an HTH-XRE regulator), are themselves located on an MGE (106 on an
ICE or defective ICE and one on a prophage). In all the cases, the ICE that hosts an IME/dIME belongs
to the Tn5252 family and the integration occurs into aSNF2 gene or into a PPl gene. The most
commonly found combination of AMR genes was erm(B)-tet(O) carried by an IME/dIME inserted in
SNF2 of an ICE of the Tn5252 family (n=41). This high frequency of erm(B)-tet(O) association has been
extensively reported in S. suis (12,16,17,43). In addition to these AMR genes found on nested
elements, 72 additional AMR genes were located on ICEs (seven of the vanG family, three of the Tn916
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family and one of the Tn1549 family). This is the first report of a vat(D) on an ICE of the Tn1549 family.
Until now, this gene has been described only on plasmids (in Enterococcus faecium) (60) and on a
phage in S. suis (12). Finally, five AMR genes (1 ant(6)-la,1 ant(9)-la, 1 tet(W), 1 Inu(B) and 1 Isa(E)
gene) were located on a prophage (Figure 7 and supplementary file S1).
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7.5 Competence genes

Figure 7: Mobile genetic elements carrying AMR genes in the 102 genomes of S. suis. Ribbons indicate the association
between resistance genes (appearing in the right panel) and mobile genetic elements (on the left panel). Genes
conferring resistance to the same families of antibiotics are grouped and indicated in the same color (blue for tetracycline
resistance, purple/pink for aminoglycosides, green for macrolides/lincosamides, red for streptothricin, brown for
streptogramin A and grey for trimethoprim). The total number of AMR genes detected in the genomes is indicated after
the name of each gene (this number includes all the genes, including those whose location was not determined due to
gaps in the draft genomes).

We evaluated if the strains harbor the whole set of genes required for acquisition of extracellular
DNA by competence. Most of the strains (n=95) harbor the whole set of genes (supplementary file
S1). This is interesting since recent studies have uncovered a link between competence and the
production of bacteriocins in streptococci. Exploitation of bacteriocin-mediated killing during
competence provides adaptive gain to the bacteria (61).
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Several strains (n=6) harbored two copies of comX gene. Truncations were observed in: comR gene
(n=1), comX (n=2), comYA (encoding a minor pilin, n=2), comYA-comYG (minor and major pilin, n=2)
(Figure 8).

Most of the strains (n=67) harbor comS-l-comR-l genes thus likely exhibiting pherotype-I.
Pherotype-Il is found in 24 strains and pherotype Il in only four strains (Figure 8). One strain (strain
450) has a comS gene encoding a new variant of pheromone (MNFIKAFTTFGTGWDWWWKG
sequence) that we called comS-If. Interestingly, one genome contains two comS genes (one comS-Ic
and one comS-Ill) and another one three comR genes (one comR-I, one comR-Il and one comR-lll). It
would be interesting to test if these strains can produce the two peptides or sense three different
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pheromones respectively.
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Figure 8: Distribution of the comRS variants/pherotypes in the 102 genomes of S. suis.

401

As described by Okura et al (25), we found that the pherotype distribution is correlated to the
clonal complexes. Pherotype | is associated with CC1 (chi-squared test, p.value= 3.24e-07) and CC16
(chi-squared test, p.value=9.91e-04) and pherotype Il with CC28 (chi-squared test, p.value=6.08e-18).

Variants were detected for the ComFC component of the DNA transport system (with less than
65% of amino acid identity with the ComFC protein of strain P1-7 of S. suis) in five strains (strains 450,
488, 561, 1452 and 1471) and for the ComYG pilin in 22 strains (i.e. a large insertion in the middle of
the protein which increases the length of the protein to 168 to 176 aminoacids instead of 136 for
strain P1-7 of S. suis).

8. Conclusion

A large set of strains of S. suis isolated from humans, pigs and wild-boars (n=102) in France was
subjected to WGS. MLST data extracted from these genomes indicated that the most frequent CCs
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were CC1, CC28 and CC16. Through HCPC analysis, we identified a few virulence-associated factors
that distinguish invasive CC1 strains from the other strains. This could be useful for epidemiology
surveillance studies of this zoonotic pathogen. A plethora of AMR genes was found in the genomes,
with several strains carrying up to seven AMR genes. Carriage strains were found to carry more AMR
genes than invasive strains. The recently described srpA gene (58) which confers resistance to
streptogramins A, lincosamides and to the pleuromutilin tiamulin was found in 15 strains including
two strains isolated from wild-boars. Most of the identified AMR genes are carried by IMEs and new
AMR genes-MGEs associations were identified. In addition, the large majority of the strains have the
full set of genes required for acquisition of DNA by natural transformation. This increases the risk of
AMR dissemination. Reinforcing surveillance of AMR in S. suis, not only for invasive strains but also for
carriage strains, would be useful since this bacterium is now recognized as a reservoir of AMR genes
for other pathogens.
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III.  Etude expérimentale de 1’excision et du transfert d’ICE et d’IME portant
des genes de resistance aux antibiotiques chez S. suis.

L’objectif du travail rapporté ici était d’évaluer la mobilité des génes de résistance
portés par des ICE et IME, identifiés dans les souches de S. suis, isolées en France, dont le

génome a €té séquencé par nos soins et d’estimer ainsi le risque de dissémination.

L'excision constitue la premicre étape du transfert d’un ICE d'une cellule bactérienne a
une autre. Bien que la présence de plusieurs familles d'ICE ait été précédemment identifiée chez
S. suis (Li et al., 2011; Iannelli et al., 2014; Huang et al., 2016; Libante et al., 2019; J. Wang et
al., 2022), leur capacité d'excision n'avait pas encore ¢t¢ examinée de fagon extensive. Dans ce
travail, la capacité d'excision de six familles d’ICE (Tn9/6, ICES?3, TnGBS2, ICE vanG,
Tnl549 et Tn5252) a été étudi¢e. Une étude antérieure réalisée sur des souches canadiennes de
S. suis avait identifi¢ la prépondérance de genes d’ AbR localisés sur des IME chez ce pathogéne
(Libante et al., 2019). Suite au séquencage des génomes de souches isolées sur le territoire
frangais, plusieurs IME porteurs de génes AbR ont été sélectionnés afin d’analyser leur
excision : des IME intégrés dans des ICE (IME _SNF2 et IME PPI) et des IME intégrés dans
des loci chromosomiques (IME guad et IME HTH XRE). Les résultats de cette étude ont
révélé pour la premiere fois chez S. suis la capacité de transfert inter-espeéces d'un ICE de la
famille vanG, qui porte le géne de résistance a la tétracycline tet(W). De plus, I'étude a montré
l'excision et la mobilisation d’IME_NSUIO88 PPI. Enfin, IME 1492 PPI, porteur du géne
tet(O), a été identifié comme capable de s'exciser. Cette étude met en lumiére la capacité
d'excision des ICE et de mobilisation des IME dans S. suis, soulignant les implications

potentielles en mati¢re de dissémination de la résistance aux antibiotiques.

i. Introduction

Une grande diversité d’ICE et IME portant des génes d’AbR ont ét¢ identifiés chez
S. suis, par exemple les ICE de la famille Tn5252, Tn9/6, TnGBS2 ou encore les
ICE vanG lysS (Libante et al., 2019, J. Wang et al., 2022). Actuellement, chez S. suis, seuls
des ICE des familles Tn/549 et Tn5252 ont été testés pour leur capacité d’excision et de
transfert (Huang et al., 2016, Libante et al., 2019, J. Wang et al., 2022, C.-Z. Wang et al., 2023).
La premicre étape de la conjugaison d’un élément intégratif (ICE et IME) nécessite son excision

pour adopter une forme extra-chromosomique circulaire. Un module de recombinaison
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compos¢ d’une recombinase a sérine, tyrosine ou d’une DDE transposase est activé. La
deuxieme étape de la conjugaison est le transfert. Celui-ci est dépendant d’un module de
conjugaison avec une séquence origine de transfert (oriT) et codant une relaxase et un systeme
de conjugaison (Bellanger et al., 2014). Le transfert des IME, indépendamment des ICE qui les
portent, appelé « mobilisation en frans » n’a, a ma connaissance, jamais ¢t¢ démontrée chez
S. suis. En revanche elle a déja été décrite chez d’autres streptocoques. C’est le cas
d’IME_SsalL25 oriT présent chez Streptococcus salivarius (Libante et al., 2020). Cette
mobilisation en trans s’oppose a la mobilisation en cis qui consiste en un transfert d’un IME
concomitant a celui de I’ICE qui le porte et qui a dé¢ja été démontré (Libante et al., 2019, Wang

et al., 2022).

Suite au séquencage, a I’assemblage et a ’annotation de 102 génomes de S. suis,
différents ICE et IME portant des génes d’AbR ont été identifiés (liste compléte des éléments
disponible dans le Tableau S1 de I’article 2 en annexe). Les ICE et IME ont été identifiés grace
au logiciel ICEscreen développé par I’Unité DynAMic en collaboration avec ’unit¢ MAIiAGE
(INRAE, Jouy-en-Josas). Cet outil recherche des associations de différents génes codant des
protéines dites « €tiquettes » caractéristiques des différentes familles d’¢léments. Les protéines
recherchées sont les intégrases (témoignant de la présence du module d’excision), les relaxases
(Mob), les protéines de couplage (CP : supposées faire ’interface entre le complexe relaxase-
ADN et le pore de conjugaison) et les protéines VirB4 (ATPases impliquées dans la formation

du pore de conjugaison) (Lao et al., 2022).

La mobilisation en trans pourrait faire appel au concept « clé serrure » qui propose une
notion de complémentarité entre la relaxase de I’IME et la CP de I’'ICE ou entre la CP de I'IME
et le MPF d’un élément conjugatif. Afin de tester cette hypotheése, différents critéres de
s¢lection ont été utilisés pour choisir les ICE et les IME a analyser. Pour les ICE, des
représentants des six familles identifiées ont été sélectionnés. Ces ICE codent des relaxases
appartenant a deux familles (MOBp, ou MOBT) et des CP de deux familles (TcpA ou VirD4).
Des ¢léments de la famille Tn5252 non transférables car dépourvus de relaxase (éléments
défectifs car mutés appelés dICE) ont également été sélectionnés. En effet, en absence de
relaxase d’ICE, si la mobilisation d’un IME est mise en évidence, elle sera due a 1’activité de

la relaxase de I’IME qui pourra s’associer avec le MPF de I’ICE (mobilisation en trans).
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ii. Matériel et méthodes

a. Sélection des souches a analyser

Les souches étudiées ont été sélectionnées pour leur

(Tableaux 2 et 3).

Tableau 2 : Caractéristiques des différents ICE d'intérét et souches les portant.

contenu en ICE et en IME

Souches ICE Relaxase CP
548 Tn916 MobT TcpA
1285, 1531 ICESt3 MobT TcpA
1285, 1540, 1548, 1584 dICE Tn5252 (mutation) VirD4
1492, 1584 Tni549 MobP VirD4
1537, 1540, 1552 ICE vanG MobP VirD4
1595, 1597 TnGBS2 MobP VirD4
277, 281, 430, 440, 450, 488, 548, 568,

1034 1218, 1333, 1476, 1492, 1534,1537, Tn5252 MobP VirD4

1601

Pour les IME, ceux-ci ont été sé¢lectionnés en fonction de leur contenu en genes AbR (article 2

Tableau S1 en annexe) et la présence chez la méme souche d’ICE co-résident(s) potentiellement

mobilisateurs (Tableau 3).

Tableau 3 : Souches sélectionnées pour leur contenu en IME et ICE.

Souche IME d’intérét Relaxase CP ICE porteur de 'IME Relaxase CP
(geéne ADR porté) d’intérét
(site d’insertion) et ICE
co-résident(s)
277 IME SNF2 MobV Non Tn5252 MobP VirD4
tet(O) (rpll)
281 dIME SNF2 MobV Non Tn5252 MobP VirD4
tet(O) (rpll)
430 IME_SNF2 MobV Non Tn5252 MobP VirD4
tet(O) (rpll)
TnGBS2 MobP VirD4
450 IME SNF2 MobV Non Tn5252 MobP VirD4
tet(40), (rumA)
tet(O/W/32/0) Tn5252 MobP VirD4
(rumA)
dTnl549
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548 dIME SNF2 MobV Non Tn5252 MobP VirD4
tet(O), erm(B) (rplL)
TnGBS2 MobP VirD4
Tn916 MobT TcpA
1034 IME_PPI MobV Non Tn5252* MobP VirD4
tet(0), ant(9)-1a, (mutT)
erm(B) Tn5252% MobP VirD4
(mutT)
Tn5252* MobP VirD4
(mutT)
Tni549 (rplL) MobP VirD4
ICE vanG lysS MobP VirD4
1218 IME SNF2 MobV Non Tn5252 MobP VirD4
tet(O) (mutT)
Tnil549 MobP VirD4
1285 IME SNF2 MobV Non dTn5252, MobP VirD4
tet(O) (rumA)
ICESt3 MobT TcpA
1285 HTH_XRE MobV Non dTn5252, MobP VirD4
ant(9)-1a (rumA)
ICESt3 MobT TcpA
1333 dIME SNF2 MobV Non Tn5252 MobP VirD4
tet(O/W/32/0), (rplL)
erm(B) dTnGBS2 MobP VirD4
Tni549 MobP VirD4
1531 IME guaA Rel PF01719- Non ICES?3 MobT TcpA
(ermB) PF00910
1492 IME PPI MobV Non Tn5252 MobP VirD4
tet(O) (rumA)
Tnl549 MobP VirD4
1601 IME SNF2 MobV Non Tn5252* MobP VirD4
tet(0), erm(B) (mutT)
dTn/549 MobP VirD4
1607 IME SNF2 MobV Non Tn5252 MobP VirD4
tet(O), erm(B) (rumA)
Tn5252 MobP VirD4

Pour chaque souche, est indiqué I'IME avec son site d’insertion, les genes de résistance portés, la famille de la relaxase codée
et I’absence de protéine de couplage pour les IME est indiqué par un : Non. Les ICE Tn5252 portant des IME insérés dans
les génes SNF2 ou PPI sont indiqués en gras dans le tableau. Leur site d’insertion a ét€ précisé entre parentheses. Les éléments
défectifs sont signalés avec un d (dICE et dAIME), les éléments partiels sont signifiés avec un astérisque (*). Sont également

indiqué les ICE co-résidents puis pour leurs relaxases et les CP, les familles auxquelles elles appartiennent.

Chapitre de livre : ““ Detection and quantification of conjugative transfer of Mobile

Genetic Elements carrying antibiotic resistance genes in Streptococcus suis”.
Sera publi¢ en Novembre 2023 dans Streptococcus suis : Methods & Protocols - Springer

L’intégralité de ce chapitre est reproduit en Annexe 4.
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Ce chapitre explique les démarches, le matériel nécessaire et les procédures a suivre pour
I’étude des ICE et IME, du choix des souches étudiées aux vérifications des expériences de

conjugaison.
b. Extraction ADNg

La lyse bactérienne a ¢été faite sous 1’action du lysozyme. Un volume de 10 mL de
culture d’une nuit a été centrifugées 10 minutes a 10 000 rpm. Le culot a été repris dans 500 pL.
de Tris EDTA (TE) 1X. 20 pL de lysozyme (50 mg/mL (p/v)) et SuL de ribonucléase ont
ensuite été ajoutés et une incubation de 30 a 45 min a 37°C a été réalisée. La dégradation des
protéines et 1’inhibition des nucléases a été faite avec 1’ajout de 10 pL de protéinase K
(20 mg/mL) et 60 pL d'une solution d'EDTA (0,5M, pH=8). Les tubes ont été incubés a 37°C
pendant 10 minutes. Puis la dénaturation des protéines a été faite avec I’ajout de 60 pL de SDS
10% et une incubation a 50°C pendant 1 a 2 heures. La précipitation de I’ADN a été faite dans
de la glace avec ajout de 350 uL d'acétate de potassium (5M, 3M pHS,5) pendant 10 minutes.
Les tubes ont ensuite été centrifugés deux fois 10 minutes a vitesse maximale (20000 g) et a
une température de 4°C afin d’éliminer le maximum de protéines. Le surnageant a ensuite été
repris dans 1 mL d'isopropanol et centrifugé a 20000g pour obtenir un culot d’ADN. Ce dernier
a été lave deux fois avec de I’éthanol 70%. Enfin, le culot déshydraté a été remis en suspension
dans 200uL de TE 1X. La qualité de I’extraction a été vérifiée sur gel d’agarose 1,2% avec
15uL d’extrait déposé. Le gel d’agarose contenant I’ADN a été soumis a un champ électrique
de 100 volts pendant 1h dans un tampon TBE (Tris Borate EDTA) avant d’étre exposé aux UV
apres coloration au Sybr safe. Les extraits ont ensuite ¢té dilués au 1/100 dans 1 mL d’eau ultra-

pure et dosés au nanodrop DS-11 Spectrophotoméetre DENOVIX.
c. Amplifications de fragments d’ADN par PCR

La conception des amorces a été effectué¢ grace a I’outil « PrimerQuest Tool » disponible sur le

site (www.idtdna.com), en utilisant comme parameétres une séquence de = 20 nucléotides, un

Tm + 52°C et un pourcentage en GC de 45%. L’amorce a ensuite été vérifiée avec ’outil

« OligoAnalyzer » (www.idtdna.com) afin de s’assurer que 1’oligonucléotide ne formait pas

d’homodimeére ni d’hétérodimere avec I’autre amorce utilisée pour la réaction de la PCR. La
liste des amorces utilisées est présente en annexe 8. Les réactions PCR ont été réalisées en

utilisant les préconisations du fournisseur comme indiqué en annexe 6 et 7. Les fragments PCR

153 |Page


http://www.idtdna.com/
http://www.idtdna.com/

ont ensuite été révélés par migration sur gel d’agarose a 1,5% dans du TBE 1X. Deux marqueurs
de taille ont été utilisés, le « GeneRuler 100bp DNA » et le « GeneRuler 1Kb+ DNA » en
fonction de la taille des fragments attendus. Les produits amplifiés ont ensuite été révélés par

du BET puis visualisés sous UV comme expliqué dans le chapitre de livre).
d. Séquengage des fragments att
Les ADN a séquencer ont été préparés a une concentration de 10 a 50 ng/uL. Les

amorces ont été préparées a une concentration de 10 pM/uL. Le séquencage Sanger a été

effectué par la société Azenta. L’analyse des séquences a ¢été réalisée sur Geneious Prime.

e. Analyse in silico des souches

Toutes les souches ont ¢té analysées en utilisant le pipeline BAGEL disponible sur le site

(http://bagel4.molgenrug.nl/) (Van Heel et al., 2018 consulté le 16/05/2022).

f. Tests de production de bactériocines

La méthode a été réalisée comme décrite dans les travaux précédemment réalisés au
laboratoire (Libante et al., 2019). La souche indicatrice utilisée était S. thermophilus

LMGI18311.

g. Tests de conjugaison des ¢léments conjugatifs/mobilisables :

La méthode de conjugaison sur filtres a ét¢ réalisée comme décrite par Libante et col.
Figure 40 (Libante et al., 2019). L’autre méthode de conjugaison utilisant des billes d’alginate
a également été adapté des travaux de Hervious et col. Figure 41 (Herviou et al., 2023). La
remise en croissance des souches donatrices et réceptrices a €té faite dans les mémes conditions

pour les deux méthodes.

La principale différence concerne 1’étape de co-culture. Pour les filtres, elle se fait apres
¢talement de la co-culture sur membrane de nitrocellulose apposé sur une gélose nutritive LM 17
0,6% agar « soft ». Ces géloses sont ensuite incubées une nuit a 37°C puis les cellules sont
récupérées sur le filtre par remise en suspension dans du milieu en vortexant vigoureusement
le filtre avant dilution et étalement sur milieu sélectif. Pour les billes, 1a co-culture est faite dans
des billes d’alginates formées grace a une polymérisation de 1’alginate au contact du CaCls. Les
co-cultures dans leur matrice d’alginate sont lavées dans du NaCl 0,9% et sont ensuite incubées

4h dans du milieu de culture avant d’étre dépolymérisées dans une solution de citrate EDTA
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(50 mM EDTA ; 55 mM Citrate de sodium ; 150 mM NaCl). Apres centrifugation (5 min. a
4000g) le culot cellulaire est ensuite dilu¢ séquentiellement avant d’étre étalé sur milieu sélectif.
Suite a ces tests, des fréquences de conjugaison sont ensuite calculées en faisant le ratio de la
concentration d’UFC sur les boites double antibiotiques (correspondant aux transconjugants
putatifs = Tcp) vis-a-vis de la concentration en UFC sur les boites simple antibiotique
correspondant a la souche donneuse (D) ou receveuse (R). Quatre Tcp ont été remis en culture
dans un milieu liquide sélectif contenant les deux antibiotiques. Les Tcp ont été vérifiés par
PCR en testant ’amplification des génes cse (spécifique de S. thermophilus) et région ITS et/ou
le sérotype spécifique des souches de S. suis afin de s’assurer de 1’identit¢ de la souche
bactérienne. L’amplification du site a#tR de I’élément étudié a également été testée afin de

vérifier le transfert de I’élément (liste des amorces en annexes 8).
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Figure 40 : représentation schématique du protocole de conjugaison sur filtre. L. Thiriet com. pers.
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Figure 41 : Représentation schématique du protocole de conjugaison en billes. L. Thiriet com. pers.
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h. Congélation des culots bactériens

Les souches ont été mises en cultures dans 15 mL de milieu LM 17 a 37°C jusqu’a atteindre une
DOsgoonm de 0,4. Les cultures ont ensuite été centrifugées 10 minutes a 4 000 rpm et les culots
repris deux fois dans du PBS 1% (v/v). A I’issue des deux lavages, les culots ont été congelés

dans de 1’azote liquide et stockés a -80°C.

iii. Résultats et Discussion
a. Tests d’excision des éléements intégratifs
i. Tests d’excision des ICE d’intérét
Le tableau 4 reprend les résultats des tests d’excisions obtenus pour les ICE d’intérét.

Tableau 4 Tests d'excisions effectués sur les ICE et dICE d'intérét.

Souche Famille ’ICE AbR Couples d’amorces Excision
(site d’intégration) attL attR attl anB
1531 ICESt3*(tRNALys) Non 1835-1836 501-1837 1837-1836 1835-501 -
1285 ICES?3 (tRNALys) Non 2323-2324  2322-2321  2322-2224  2323-2321 Oui
1492 Tni549 (rbgA) erm(B) 1827-1828  1861-1862  1827-1862  1861-1828 -
440 Tn5252 (ADP-R) erm(B) 2279-2280 878-1852 878-2280 2279-1852 -
488 Tn5252 (ADP-R ) Non 2281-2282  2283-1850  2283-2282  2281-1850 -
1534 Tn5252 (ADP-R) Non 1850-1851 1852-878 878-1851 1850-1852 Oui
1540 Tn5252 (ADP-R) Non 1850-1851 1852-878 878-1851 1850-1852 Oui
1540 Tn5252 (luciférase-M) Non 1842-1843  1844-1845  1843-1844  1842-1845 Oui
1552 Tn5252 (luciférase-M) Non 1842-1843  1844-1845  1843-1844  1842-1845 Oui
1034 Tn5252 (mutT) Non 2235-1847  1848-2236  1848-1847  2235-2236 Oui
1218 Tn5252 (mutl) Non 1846-1847  2288-2289  2288-1847  1846-2289 -
1537 Tn5252 (mutT) Non 1846-1847  1848-1849  1848-1847  1846-1849 Oui
1548 Tn5252 (mutl) Non 1846-1847  1848-1849  1848-1847  1846-1849 Oui
1540 Tn5252 (mutT) Non 1846-1847  1848-1849  1848-1847  1846-1849 Oui
1601 Tn5252%* (mutT) Non 1846-1847  1389-1830  1389-1847  1846-1830 -
277 Tn5252 (rplL) Non 858-34 507-878 34-878 507-858 Oui
281 Tn5252 (rplL) ant6la, 858-34 507-878 34-878 507-858 Oui
sat4,
erm(B)
430 Tn5252 (rplL) erm(B) 858-166 861-507 861-166 858-507 -
548 Tn5252 (rplL) Non 2284-2285  2286-2287  2286-2285  2284-2287 -
1333 Tn5252 (rpll) Non 858-34 878-859 34-878 858-859 Oui
1476 Tn5252 (rpIl) erm(B) 858-34 507-878 34-878 507-858 Oui
450 Tn5252 (rumA) Non 877-876 878-879 877-878 879-876 Oui
1492 Tn5252 (rumA) Non 1829-876 878-879 1829-878 879-876 Oui
1285 Tn5252%* (rumA) Non 877-876 878-879 877-878 879-876 -
548 Tn916 tet(M) 2284-2285  2286-2287  2286-2285  2284-2287 -
1595 TnGBS2 Non 1859-1858  1857-1856  1857-1858  1859-1856 Oui
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1597 TnGBS2 Non 1859-1858  1857-1856  1857-1858  1859-1856

1537 ICE_vanG_lysS tet(W) 1844-1845  1842-1843  1843-1844  1842-1845
1540 ICE_vanG_lysS tet(W) 1844-1845  1842-1843  1843-1844  1842-1845
1552 ICE vanG_lysS tet(W) 1844-1845  1842-1843  1843-1844  1842-1845

Pour chaque souche (colone de gauche) est indiqué I'ICE d’intérét, éventuellement son site d’insertion entre parenthéses, les
gene d’AbR porté et les couples d’amorces utilisés pour détecter les différents sites azt. (*) dICE : éléments qui présentent
des génes de recombinaison ou conjugaison tronqués. Les « - » signalent les ICE pour lesquelles il n’y a pas détection
d’amplicon aftl ou attB. Les amplicons attl et/ou a#tB ont été séquencés afin de confirmer les résultats positifs. La liste

complete des amorces est présentée en annexe 8.

Chez la souche 1285, 1’ ICE_Ssul285 tRNALys de la famille ICES?3 (qui possede une
relaxase de la famille MOBrt et une protéine de couplage de la famille TcpA) a montré des
amplicons compatibles avec la taille théorique attendue pour les amplicons att/ et attB. Cette
souche porte par ailleurs un dICE de la famille Tn5252 qui héberge un IME, inséré dans le géne
SNF2, portant le géne de résistance fef(O). L’excision de cet élément composite n’a pas été
détectée. Cette souche héberge un autre IME : IME Ssu/285 HTH-XRE qui porte également
un gene de résistance aux antibiotiques (an#(6)-Ia). L’ICE de la famille ICES?3 pourrait servir
d’ICE helper pour le transfert en trans d’IME_ Ssu 1285 SNF2 et IME  Ssu 1285 HTH-XRE

co-résidents dans cette souche.
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Au total, 21 ICE de la famille Tn5252, insérés dans cinq sites différents, ont été testés
pour leur capacité a s’exciser. Pour ce qui est des ICE insérés dans un géne codant pour une
ADP ribose pyrophosphatase, quatre ICE, possédant un module de recombinaison comprenant
trois recombinases a sérine, ont été testés. Deux ICE (souches 1534 et 1540) présentent des
amplicons compatibles avec les tailles théoriques attendues pour les amplicons att/ et attB. Le
module de recombinaison de ces deux ICE est donc fonctionnel. Les ICE insérés dans un géne
codant pour une luciférase monooxygénase (souches 1540 et 1552) avec trois recombinases a
sérine, sont ¢également capables de s’exciser. Parmi les six ICE insérés dans un gene mutT (avec
trois recombinases a sérine dans leur module de recombinaison), quatre sont capables de
s’exciser (souches 1034, 1537, 1540 et 1548). Concernant les ICE insérés dans un gene rpl/L
(avec recombinase a tyrosine dans leur module de recombinaison), six ICE ont été testés et
quatre sont capables de s’exciser (souches 277, 281, 1333, 1476). De plus, deux ICE intégrés
dans un geéne rumA (avec trois recombinases a sérine, chez les souches 450 et 1492) montrent

une fonctionnalité de leur module de recombinaison.
Aucune excision n’a été observée pour I’ICE de la famille Tn9176 testé.

Deux ICE de la famille TnGBS2 ont également ¢été testés. Un signal n’a été observé que
pour I’amplicon attl. La séquence de cet amplicon a été confirmée par séquencage pour la
souche 1595 (Figure 43). C’est la premiére fois que I’excision d’un ICE de la famille TnGBS?2

est mise en évidence chez S. suis.

a) ICE_Ssul595 (TnGBS2)

attL
attR
attl
attB

b)

ICE_Ssul595 TnGBS52 Séquence
attl AATTTAGACACATACGAATTAGTAAGTCGT
attl AAAATTCATATTTITAGAATTAGTAAGTGTC
attR AATTTAGACACATACTTAGAATTAAAAAAT

Figure 43 : Excision d’ICE _Ssul595 TnGBS?2. (a) La taille des fragments PCR a été confirmée par la migration parall¢le
d'une échelle d’ADN (M pour marqueur de taille sur la figure). (b) La séquence « attl » correspond au séquengage de
I’amplicon a#tl. Les séquences chromosomiques bactériennes a#fL et attR sont issues du séquencage des génomes. Les
séquences alignées avec att/ sont représentées en gras.
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Des amplicons, compatibles avec la taille théorique attendue pour les amplicons att/ et
attB, ont été obtenus pour les trois ICE de la famille ICE-vanG [ysS, portant le géne de
résistance a la tétracycline fef(W). Le séquencage des amplicons issus des PCR ciblant les
régions attl et attB de la souche 1552 ont permis de confirmer 1’excision de 1’¢lément et sont

présentés dans la Figure 44. C’est également la premiére fois que I’excision d‘ICE de cette

famille est démontrée chez S. suis.

a) ICE Ssul332 [ysS
F2ERR
mEESE
(s <]
v
L.
—— 5 , SEne
e
SN0 Py
b)
ICE_Ssu1552 lysS Séquence
attl GTCCCAACAATGAAGCCCCTCGACAAGTAA
attl TTTCCGACAATGAAGCCCCTCGACAAGTAA
attR GTCCCAACTATGAAGTAAGTAAGAGTAGCT

Figure 44 : Excision d’ICE Ssul552 lysS. (a) La taille des fragments PCR a été confirmée par la migration paralléle
d'une échelle dADN (M pour marqueur de taille sur la figure). (b) La séquence att/ a été obtenue apres séquengage de
I’amplicon a#tl. Les séquences chromosomiques bactériennes atfL et attR sont issues du séquengage des génomes. Les
séquences contribuant a générer le site a##/ sont représentées en gras.
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Tests d’excision des IME d’interét

Le tableau 5 reprend les résultats des tests d’excisions obtenus pour les IME d’intérét.

Tableau 5 : Tests d'excision réalisés sur les IME d'intérét

Souche Famille AbR Couples d’amorces Excision
d’IME attL attR anl anB

277 dIME SNF2 tet(0) 1389-1830 886-1581 886-1830 1389-1581 -

281 dIME SNF2 tet(O) 1389-1412 886-1361 886-1412 1389-1361 -

430 IME SNF2 tet(O) 1389-1830 327-328 1389-327 1830-328 -
863-1830 886-1834 886-1830 863-1834 -

450 IME SNF2 tet(40), 1389-1830 1580-1834 1834-1830 1389-1580 -

tet(O/W/32/0)
548 dIME SNF2  tet(O), ermB 1389-863 327-1834 1384-327 1834-863 -
1034 IME PPI  tet(O), antbla, 866-1834 1830-1831 1830-1834 866-1831 -
ermB

1218 dIME SNF2 tet(O) 1389-1830 886-864 1830-886 1389-864 -

1285 IME SNF2 tet(0) 1389-1830 1834-1580 1830-1834 1389-1580 -

1285 HTH XRE ant(9)-la 2237-2238 2239-2240 2238-2239 2237-2240 -

1333  dIME _SNF2 tet(O/W/32/0,  1830-1831 1834-866 1834-1830 866-1831 -

ermB)
1492 IME_PPI tet(O) 866-875 1830-865 1830-875 866-865 -
PCR nichée: PCR nichée: PCR nichée: PCR nichée: Oui

866-1834 863-865 863-1834 866-865

1531 IME_guaA ermB 1842-1843 1844-1845 1843-1844 1842-1845 -
1838-1839 1840-1841 1840-1839 1838-1841 -

PCR nichée: PCR nichée: PCR nichée: PCR nichée:

2333-2334 2335-2236 2335-2334 2333-2336

1601 dIME SNF2  tet(O), ermB 864-875 889-1505 889-875 864-1505 -
1389-1830 1846-1847 1846-1830 1847-1389 -

1607 IME SNF2  tet(O), ermB 1389-1830 1846-1847 1846-1830 1847-1389 -

Pour chaque souche (colone de gauche) est indiqué I'IME d’intérét, les géne d’ AbR porté et les couples d’amorces utilisés
pour détecter les différents sites a#t. dIME : éléments qui présentent des génes (de recombinaison ou relaxase) tronqués (ici
sérine recombinase). Les « - » signalent les IME pour lesquelles il n’y a pas détection d’amplicon a#/ ou a#tB. Dans certain
cas, des PCR nichées ont ét€ réalisées avec des couples d’amorces différents. Les amplicons a#t/ et/ou a#tB ont ét€ séquenceés

afin de confirmer les résultats positifs. La liste compléte des amorces est présentée en annexe 8.

Des amplicons ont ¢été obtenus pour deux IME (IME Ssul492 PPl et
IME Ssul531 guaA) (Tableau 5). Cependant, la taille des amplicons n’était pas celle déduite
de P’analyse de séquence génomique (Figure 45b). Afin d’augmenter la sensibilité¢ et la
spécificité de détection des PCR nichées ont été réalisées sur deux IME différents : un IME PP/
etun IME guaA. Des fragments d’amplification des régions attl et attB ayant les tailles proches
de celles attendues ont été¢ obtenus dans les deux cas. Ces amplicons ont été séquencés. Les

résultats obtenus ont confirmé la détection d’un site att/ pour IME Ssul492 PPI de la souche
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1492 mais n’ont pas été concluants pour IME Ssul531 guaA de la souche 1531. Seul

IME_Ssul492 PPI serait capable de s’exciser dans les conditions testées.

a)  IME Ssul492 PPI b)  IME Ssul492 PPI
22PCR 52 %% %2R
S3IS 333
M - M
— i u-
B 299@ I- -
100ng/ul 10ng/ul 100ng/ul 10ng/uL
¢)
IME_Ssul492_ PPI Séquence

attl AAAAAATGACCGACTGATGTAGGACGGATT
attL TACCAACGATCCAAGGATGTAGGACGGATT
attR AAAAAATGACCGACTGAACTACGACAAGCG

Figure 45: Alignement des séquences att d’IME Ssul492 PPI. (a) Amplification PCR réalisées avec deux
concentration d’ADNg 100 et 10 ng/uL. La taille des fragments PCR a ét€ confirmée par la migration paralléle d'une échelle
d'ADN (M pour marqueur de taille sur la figure) les fragments correspondant aux tailles attendues sont indiqués avec une
fleche jaune. (b) Amplicons obtenus en (a) ont été purifiés sur colone d’affinité avant d’étre dilué et utilis€ comme matrice
pour la PCR avec un nouveau couple d’amorce (comme indique tableau 5). 100 et 10 ng/uL indique a chaque fois 1’origine
de I’amplicon correspondant (ex : attR 2° PCR utilise attRler PCR comme matrice). (c) La séquence «attl» correspond au
séquencage de I’amplicon aftl. Les séquences chromosomiques bactériennes aftL et attR sont issues du séquencage des
génomes. Les séquences contribuant a générer le site aftl sont représentées en gras.

b. Tests de production de bactériocines chez les souches pouvant servir de

donatrices ou réceptrices dans les expériences de conjugaison

Des souches sélectionnées pour leur utilisation possible en tant que donatrices ou
réceptrices lors des tests de conjugaison ont été testées afin d’évaluer leur capacité de
production de bactériocines. En effet, le transfert d’élément conjugatif entre une souche
donatrice et receptrice nécessite un contact physique, il est donc essentiel qu’aucune des deux
souches utilisées ne produise de molécules cytotoxiques. L’analyse in silico a été réalisée en
utilisant le pipeline Bagel4 (Van Heel et al., 2018). Les résultats obtenus sont présentés dans
un tableau en annexe 5. Sur les 51 souches analysées, 36 ont été identifiées comme codant pour
des voies de production de bactériocines. La bactériocine le plus souvent identifiée est le

sactipeptide (n=14), suivie par la lactococcine 972 (n=9), et la streptococcine A-FF22 (n=7).

163 |Page



Quatre souches de S. suis (109, 430, 1527 et 1597) ont montré une activité
antibactérienne contre la souche indicatrice S. thermophilus LMGI18311 (Figure 46)

précédemment utilisée pour des tests de production de bactériocines (Libante et al., 2019).

Zone d’inhibition
de croissance

T+ NSUIO86

_

<. - —
S. suis 109 S. suis 43 S. suis 1527 S. suis 1597

Figure 46 : Tests de production de bactériocines par des souches de S. suis. La souche de S. suis NSUIO86 a été utilisée
en tant que témoin positif (T+) de production de bactériocines. La souche de S. suis NSUI088 a été utilisée en tant que témoin
négatif (T-). Les souches productrices sont les souches de S. suis 109, 430, 1527 et 1597. Les résultats des souches non
productrices ne sont pas présentés.

La souche 109 a ¢ét¢é identifiée par BAGEL comme codant pour une streptococcine A-
FF22. Cette bactériocine appartient a la classe 1, qui a pour caractéristique d’€tre de petite taille
(26 acides-aminés) et résistante a la chaleur (Vogel et Spellerberg, 2021). McLaughlin et col.
ont caractérisé les génes impliqués dans la production de cette bactériocine. Les genes (n=9)
sont organisés en trois opérons, impliqués dans (1) la régulation de la production, (2) la
biosynthese et (3) I'immunité (McLaughlin et al., 1999). Des analyses génétiques ont mis en
¢vidence la possibilité d’un transfert horizontal de ces geénes (Wescombe et al., 2006).
L’analyse du génome de la souche 109 a révélé la présence de geénes impliqués dans la
biosynthése d’une autre activité¢ antibactérienne, un lantibiotique sur un ICE de la famille
Tn5252. Cette bactériocine provoque la formation de pores dans la membrane de la bactérie
cible induisant ainsi une instabilit¢é membranaire conduisant a la perméabilisation de la
membrane (McLaughlin et al., 1999, Vogel & Spellerberg, 2021). Cette souche a été exclue des

souches candidates a des expériences de conjugaison.
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La souche 430 a été identifiée par BAGEL comme codant pour un « Bacteriocin-like
peptide » BlplJ. Cette bactériocine appartient a la classe 2, de par sa petite taille, et le fait que
ce peptide ne semble pas étre maturé a la suite de modifications post-traductionnelles, explique
que sa biosynthese ne nécessite que peu de génes. Les genes (n=4) impliqués dans la production
de cette bactériocine sont arrangés en deux opérons (Wholey et al., 2019). Ces geénes codent
pour différentes cascades de signalisation dont une impliquée dans le mécanisme de
compétence chez S. pneumoniae. Cette bactériocine provoque la formation de pores dans la
membrane de la bactérie cible et est régulée par un systéme a deux composants (Wholey et al.,
2019, Vogel & Spellerberg, 2021). L’analyse de la séquence génomique de la souche 430
n’indique pas de localisation des génes de production de cette bactériocine sur un EGM.
Néanmoins, de part son activité antibactérienne cette souche a été exclue des souches

candidates a des expériences de conjugaison.

La souche 1527 ne semble pas coder une voie de biosynthése d’une bactériocine
présente dans les bases de données de BAGEL4. BAGEL4 est un serveur qui permet
d’interroger une base de données de plus de 700 peptides (Van Heel et al., 2018). La
molécule(s) ayant un effet inhibiteur sur la croissance de la souche LMG18311 mise en
¢vidence dans les tests de production est, soit un peptide non renseigné dans la base de données
BAGELA4, soit cette molécule n’est pas un peptide. Quoi qu’il en soit, cette souche a été exclue

des souches candidates a des expériences de conjugaison.

Enfin, la souche 1597 a ¢été identifié¢e par BAGEL comme codant pour la
lactococcine 972 (Lcn972). Cette bactériocine a été décrite comme ne pouvant pas étre incluse
dans aucune des classes décrites car sa cible principale n'est pas la membrane cytoplasmique
(Martinez et al., 1996). Les deux geénes impliqués dans la production de cette bactériocine ont
été décrits comme regroupés dans un méme opéron et présents sur un plasmide (Martinez et al.,
1999). Apres analyse de la séquence du génome de la souche 1597 avec plasmideFinder-2.0
aucun plasmide n’a été identifié dans la souche (analyses réalisées le 23.09.23). Cette
bactériocine semble étre active seulement contre des souches lactococciques et inhibe la
biosynthése de septum chez Lactococcus lactis (Martinez et al., 1996, Martinez et al., 2008).

Son activité antibactérienne I’a exclue des souches candidates a des expériences de conjugaison.

L’analyse in silico a montré que les souches de S. suis analysées codaient pour une

grande diversité de peptides pouvant étre considérés comme des bactériocines. Les expériences
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de production sur milieu gélosé ont permis d’indiquer que seules quatre souches produisent des
bactériocines et donc de conserver un grand nombre de nos souches d’intérét pour des

expériences de conjugaison.

c. Tests de conjugaison des éléments conjugatifs/mobilisables

Des expériences de conjugaison ont €té réalisées afin de tester la capacité de transfert

d’éléments qui peuvent s’exciser : transfert autonome d’ICE_Ssul552 lysS.

Un IME_PPI déja caractérisé dans 1’'unité DynAMic a été inclus dans I’analyse. Il s’agit
d’IME_SsuNSUIOS88 PPI porteur des genes tet(O) et erm(B) mis en évidence lors de 1’analyse
de souches de S. suis isolées au Canada (Libante et al 2019). Cet IME est intégré dans un ICE
de la famille 775252, lui-méme intégré a I’extrémité 3’ du géne rplL et porteur d’une voie de

biosynthése de la suicine 65 prédite comme fonctionnelle.

Malgré la présence prédite de voies de biosynthese de bactériocines, les tests préalables
ont permis d’écarter le risque de production de bactériocine par les souches NSUIO88 et 1552

(Annexe 5). Des expériences de conjugaison ont donc pu étre effectuées avec ces souches.
d. Etude de la mobilisation de I’élément IME NSUI088 PPI

Le premier couple qui a été étudié est la souche donneuse NSUIO88 portant un ICE
Tn5252 hébergeant IME NSUIOS88 PPI et la souche receveuse S. thermophilus LMG18311.
La souche LMGI18311 a été choisie comme receveuse car elle n’est pas naturellement
compétente (Fontaine et al, 2010) . Elle posseéde un site d’insertion 7plL disponible qui présente
100% d’identité avec les 15 derniers nucléotides du géne rp/L de la souche de S. suis NSUI088
qui sont ciblés pour I’intégration de I’'ICE Tn5252 NSUI08S. De plus, elle ne produit pas de
bactériocines et peut étre co-cultivée avec la souche de S. suis NSUIO8S. Elle a ét¢ marquée
précédemment par un geéne de résistance au chloramphénicol a un site chromosomique
(V. Libante com. pers.). Deux protocoles de conjugaison (sur filtre et en billes d’alginate) ont

été testés. Les résultats de ces expériences sont présentés en Figure 47.

Quatre clones doublement résistants a la tétracycline et au chloramphénicol

(transconjugants putatifs) ont été analysés (pistes Transconjugants de la figure 47b). Ils
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présentent tous un produit d’amplification pour le géne cse qui est spécifique de S. thermophilus
et une taille d’amplicon ITS équivalente a celle obtenue pour S. thermophilus LMG18311. 1l
s’agit donc bien de bactéries réceptrices. On peut observer, par ailleurs, un signal
d’amplification pour le site attR d’ICE_NSUI0O88 rplL ce qui indique la présence de cet ICE.
Des produits PCR, de taille compatible avec celles prédites, ont également été obtenus lors de
I’amplification des sites attR de I'IME_PPI (bien que ces signaux soient faibles pour les deux
derniers transconjugants). L’¢lément composite ICE_Tn5252 IME PPI de la souche NSUIO88
est bien identifi¢ chez LMG18311. L’IME a donc bien été transféré avec les geénes de résistance
aux antibiotiques portés par mobilisation (en cis ou en trans). En effet, la souche LMG18311
ne possede pas de site dans lequel IME PP/ est susceptible de s’insérer, son transfert est donc
dépendant du transfert concomitant d’ICE_Tn5252. Il n’est pas possible de savoir si ’IME s’est
transféré en trans ou en cis comme partie intégrante de I’ICE_Tn5252. Néanmoins, le tranfert
en cis de IME PPI nécessitant un seul éveénement d’excision et de transfert (celui de
ICE Tn5252 qui le porte), il semble plus probable que le transfert observé soit un transfert en
cis. Néanmoins pour s’en assurer d’autres expériences de transfert en bloquant 1’excision de

ICE Tn5252 seront necessaires.

2) Souche donatrice Souche réceptrice
IME_NSUIOSS PP .
NSUI0SS 2 LMGIS3II
ery+/tet+ chio+

N

RN Fréquence de mobilisation

\\3} \% c)

b) NS 1,00E-03

%CD $ Transconjugants

—
850 bp b el o S 1,00E-04 .
800 bp 3 ﬁ _ s s ¢ Filtre
650 bp w-- s 2 Billes
_ = _05
281 bp - D 0k Tns252 en 1,00E-05 *
. —
1050 bp [ - - W attR PPI °
1,00E-06

Figure 47 : Mobilisation d’IME_NSUI088 PPI dans une souche de S. thermophilus LMG18311. (a) Marqueurs de
résistance des souches donatrices et réceptrices permettant de sélectionner le transfert des éléments génétiques. (b) Gel
d’agarose correspondant a la migration des amplicons cse, /TS, et des régions attR des ICE NSUIO88 Tn5252rplIL et
IME NSUI088 PPI. (c) Fréquences de mobilisation obtenues a I’issue de deux expériences de conjugaison menées de fagon
indépendantes (figurées par les deux panels séparés par un trait vertical) en utilisant les deux méthodes (expériences sur filtres
réalisées en triplica en bleu et billes d’alginate en orange).
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Les fréquences de mobilisation obtenues, bien que disparates, étaient similaires quelle
que soit la méthode utilisée (filtre ou billes d’alginate) et comprises entre 2.10* et 3.10° TC/ D
(UFC tet® et Cm® /mL: transconjugants / UFC tet® /mL de cellules donneuses). Etant donné
que les conjugaisons en billes d’alginate permettent d’avoir des UFC de Tcp en 36h, cette

méthode a été privilégiée pour la suite du projet.

Lors des différentes expériences réalisées au laboratoire de I’Anses et dans 1’Unité
DynAMic, il est apparu que le temps de génération de S. suis pouvait varier d’une souche a
I’autre. Afin de s’affranchir le plus possible des différences de croissance des souches lors des
expériences de conjugaison, des expériences de conjugaison avec des culots bactériens ont été
réalisées (figure 48). Le nombre de souches donatrices et réceptrices obtenues avec les culots
congelés était sensiblement le méme que ceux des cultures fraiches apres les différents temps
d’incubation en co-cultures allant de 4 a 8 heures d’incubation (Figure 48a). Les fréquences de
mobilisation obtenues avec les souches provenant de cultures fraiches ou de culots étaient
comprises entre 1.10° et 8,7.10”7 TC/D quelle que ce soit la nature des cellules utilisées (fraiches
ou congelées) (figure 48b). Ces résultats nous ont permis de valider I'utilisation de culots

congelés pour les expériences de conjugaison.
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a) Comparaison du nombre d"UFC des souches donatrices et réceptrices
en fonction du temps (h) et du type de pré-cultures utilisées (n=3):
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b) Fréquences de mobilisation: en fonction du temps (h) et du type de
pré-cultures utilisées (n=3):
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Figure 48 : Optimisation des conditions de conjugaison. (a) Comparaison du nombre d’UFC des souches donatrice
(NSUI088) et réceptrice (LMG 18311) apres incubation des co-cultures a différents temps. Chaque condition a été réalisée
en triplica. (b) Fréquences de transfert obtenues a 1’issue de la conjugaison en billes d’alginate a quatre temps différents (4,
6, 8 et 24h) a partir de cultures fraiches ou de culots congelés.
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e. Etude du transfert par conjugaison d’ICE_Ssul552 _lysS (famille ICEvanG)

Afin de déterminer si 'ICE Ssul552 lysS était transférable par conjugaison, deux
especes bactériennes différentes ont été utilisées comme réceptrices pour ces expériences, une
souche de S. thermophilus (LMG18311) et une souche de S. suis (1531, non productrice de
bactériocine cf annexe 5). Ces expériences ont montré le transfert inter-espeéces de
I’ICEvanG _lysS de la souche 1552 vers une souche de S. thermophilus LMG18311 (Figure 49).
A ma connaissance, le transfert d’un ICE de cette famille n’a pas encore ét¢ démontré dans la
littérature chez les streptocoques. En revanche, nous n’avons pas pu montrer de transfert vers
la souche de S. suis 1531 (erm(B)) testée bien que le site attB ciblé par cet ICE sur son génome
ait été identifié comme vide. L’hypothese que 1’on peut formuler est que la souche de S. suis
receveuse posséde des systemes de défense qui empéchent I’entrée de I’ICE dans la cellule ou
son intégration dans le chromosome. Il faudrait tester d’autres souches de S. suis comme

receveusces.

a)

Souche donatrice Souche réceptrice
ICEvanG 155 Z_Iys%e -+
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Figure 49 : Transfert &’ICE_Ssul552 IlysS de la souche 1552 vers une souche de S. thermophilus LMG18311. (a)
Profil de résistance du couple donneuse/receveuse testé. (b) Gel d’agarose correspondant a la migration des amplicons cse,
ITS, et des régions attR d’ICE_Ssul552 lysS pour vérifier la souche et la présence de I'ICE dans les souches donatrice
(1552), réceptrice (LMG 18311) et les transconjugants putatifs. (c) Fréquence de conjugaison obtenue en utilisant les deux
méthodes (filtres, en bleu et billes d’alginate, en rouge).
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iv. Conclusion

La capacité d’excision de plus de six familles d’ICE a été testée. Chez S. suis, la
présence des ICE des familles ICES?3, TnGBS2 et ICE vanG avait déja été décrite mais leur
capacité d’excision n’avait pas encore ¢été étudiée. Les expériences réalisées ont pu mettre en
¢vidence pour la premiére fois chez S. suis le transfert interespéce d’un ICE de la famille vanG
intégré au site [ysS. Cet ICE porte le géne de résistance a la tétracycline tef(W) et peut donc

contribuer a la dissémination de ce géne de résistance dans 1’environnement.

L’excision et la mobilisation de 1’¢lément IME NSUIO88 PPI ont également été
démontrées. L hypothése la plus probable est que la mobilisation a lieu en cis méme s’il n’est
pas exclu que cet IME puisse s’exciser, utiliser le pore de conjugaison de I’ICE et se réintégrer
dans I’'ICE une fois celui-ci transféré dans la cellule réceptrice. Cette hypothese devra €tre testée
expérimentalement en utilisant un ICE codant un pore de conjugaison fonctionnel mais
incapable de s’exciser et une souche réceptrice possédant un ICE non-transférable (délété de sa
relaxase) pouvant servir de site d’intégration pour I’IME. La mobilisation en cis d’un autre
IME_PPI intégré dans un ICE de la famille Tn5252 (ICESsuYS388) a été décrite I’année
derniére (J. Wang et al., 2022). Les fréquences de transfert obtenues dans notre étude pour
IME_NSUIO88 PPI sont 100 fois plus élevées que celles mentionnée pour ICESsuY'S388 dans
leurs travaux (7.10® TC/D) (J. Wang et al., 2022). IME_SSu1492 PPI qui porte un géne tet(O)
est également capable de s’exciser. Des expériences de conjugaison devront tre réalisées afin

d’étudier s’il est mobilisable en trans et si oui par quelle(s) famille(s) d’ICE « helper ».
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Chapitre 4 : Discussion

L’augmentation de I’AbR chez les bactéries représente comme nous 1’avons vu une
menace sur la sécurité sanitaire a I’échelle mondiale. La coordination entre les différents acteurs
de santé est nécessaire pour prévenir I’émergence et la dissémination de ’antibiorésistance et

ainsi lutter efficacement contre cette menace de santé publique mondiale.

Streptococcus suis est une bactérie zoonotique pathogéne du porc. Certains sérotypes
sont régulierement responsables d’épidémies mortelles pour I’Homme en Asie. En Europe,
S. suis cause d’importantes pertes économiques dans les élevages porcins et des infections
humaines sporadiques. En France, le réseau national de surveillance de 1’Anses (Résapath)
assure un suivi chez le porc de I’AbR des isolats cliniques. Malgré une diminution importante
de I’'usage des antibiotiques dans la filiere porcine, en lien avec le plan EcoAntibio, le taux de
résistance reste élevé chez S. suis. De plus, cette bactérie est un réservoir important de génes
d’AbR localisés sur des ICE ou IME comme montré lors d’analyses a grande échelle de
génomes. L’analyse de génomes de S. suis d’origine canadienne, a révélé une trés grande
richesse et une trés grande diversité des IME, certains d’entre eux portant des génes d’AbR
(Libante et al., 2019). L’association de génes d’AbR avec des EGM n’avait pas été exploré en

France avant le début de mon projet de recherche.

Ma thése avait pour objectif d’évaluer la fréquence et la diversité des genes d’AbR
portés par des EGM (ICE et IME en particulier) chez des souches de S. suis cliniques et non
cliniques isolées en France. Pour cela, la résistance aux antibiotiques de 200 souches isolées
chez I’Homme, le porc et le sanglier a été testée contre 22 antibiotiques. Les génomes de 102
souches ont ensuite été séquencés afin d’identifier les génes d’AbR notamment ceux portés par
des EGM et les génes de compétence présents dans les souches. De plus, 1’analyse de la
diversité génétique des souches (détermination des ST et CC) a été réalisée et combinée avec
I’¢tude des différents facteurs de virulence présents dans les souches. La mobilité de certains
ICE et IME portant des genes de résistance a également été étudiée in vitro dans le but
d’identifier les mécanismes potentiellement impliqués dans la dissémination des genes de

résistance.

Cette discussion est organisée en parties thématiques reprenant les différents résultats

présentés dans ce manuscrit.
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1. Phénotype de résistance aux antibiotiques

Parmi les 200 souches de S. suis testées, moins de 1% des souches étaient résistantes
aux fluoroquinolones, 5%, 8% et 16% des souches étaient résistantes respectivement aux
pénicillines, a la pleuromutiline (tiamuline) et au trimethoprim sulfamethoxazole (TMPS).
Enfin, 71% et 81% des souches étaient respectivement résistantes aux macrolides-lincosamides

et a la tétracycline.

En Europe, en 2020, des isolats de bactéries résistantes a la pénicilline (3,8%) ont été
identifiés pour la premiere fois en Suede par Werinder et col. Cette étude a également révélé
une forte prévalence de la résistance a la tétracycline, atteignant 88,4%. En ce qui concerne les
souches espagnoles, 1'étude menée par Petrocchi-Rilo et col. (2021) a montré que 26,2% des
souches testées étaient résistantes a la pénicilline et 2,9% a 'ampicilline. De plus, une résistance
notable aux macrolides-lincosamides a ¢té observée, avec 88,3% de résistance a la gentamicine
et 87,4% a la clindamycine, ainsi qu'aux tétracyclines, avec 93,2% des souches montrant une

résistance a l'oxytétracycline.

En Asie, plus précisément en Chine, les souches de S. suis ont également montré des
taux de résistance aux pénicillines préoccupants, avec 15,6%. Les taux de résistance aux
antibiotiques vis-a-vis d’autres familles sont également élevées, notamment pour les
macrolides, la tétracycline et les lincosamides, comme 1'ont souligné Chang-Zhen Wang et col.
(2023). Aux Etats-Unis, les taux de résistance aux pénicillines et aux fluoroquinolones sont
plus faibles, se situant a 8%. La résistance a la tétracycline est particulierement préoccupante,
avec un taux extrémement élevé de 97%. Les macrolides-lincosamides-streptogramines

(MLSb) montrent une résistance de 72%, (Nicholson et Bayles en 2022).

I1 est clair que les niveaux de résistance varient en fonction des régions géographiques
considérées. En France, nous avons mis en évidence que 86% des souches étaient résistantes a
au moins un antibiotique. Cette situation semble un peu moins préoccupante que ce qui est
observé pour les souches suédoises (98,9-100%) et espagnoles (98%). En Asie (Chine), la
résistance aux macrolides et a d'autres antibiotiques est également fréquente, avec des taux de
résistance allant jusqu'a 96,9% de résistance a la lincomycine (Chang-Zhen wang et al., 2023).
Aux Etats-Unis, 50% des isolats étaient multirésistants, avec des niveaux de résistance plus

¢levés a la tétracycline et aux macrolides (Nicholson et Bayles 2022).
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Les données de résistance aux pénicillines, notamment en Chine et en Europe, sont
inquiétantes. La résistance aux macrolides est ¢galement élevée, la présence de ces forts taux
de résistance chez les porcs complique [’utilisation d’antibiotiques et le traitement des
infections bactériennes dans les ¢élevages. Il est essentiel de mettre en ceuvre des mesures de
prévention de la résistance aux antibiotiques et de promouvoir une utilisation adaptée de ces

médicaments pour préserver leur efficacité dans le traitement des infections bactériennes.
ii.  Résistance aux pénicillines :

Parmi les souches identifiées comme résistantes aux P-lactamines au cours de notre
¢tude, 10 étaient résistantes a la pénicilline G, dont trois étaient également résistantes a
I'ampicilline. Ces résultats sont cohérents et plus faibles que ceux publiés précédemment dans
d’autres pays d’Europe, notamment en Su¢de et en Espagne (Werinder et al., 2020, Petrocchi-
Rilo et al 2021, Dechéne-Tempier et al., 2021). Néanmoins, il est important de noter que les
niveaux de résistance observés en Sueéde, en Espagne et en France (au cours de mon projet) ont
été mesurés sur une sélection de 184, 103 et 200 souches, respectivement. Ces souches ont été
sélectionnées selon des criteres propres a chacune des équipes impliquées. Ainsi cela permet
d’avoir des indications sur les niveaux de résistance sur ces différents territoires mais plus
d’études sont nécessaires pour déterminer les niveaux de résistance vis-a-vis des pénicillines
chez ce pathogéne en Europe. En effet, les antibiotiques de la famille des B-lactamines sont des
antibiotiques couramment utilisés pour traiter les infections a streptocoques. L’émergence
d’une résistance souléve des inquiétudes quant au devenir de l'efficacité de cette famille

d’antibiotiques et son utilisation dans le traitement des cas cliniques.

La résistance aux pénicillines est imputable a des altérations des protéines de liaison aux
pénicillines (PBP) et n’est donc pas la conséquence de geénes de résistance pouvant &tre
véhiculés par des EGM. Il en va de méme pour le géne de résistance mraY, codant pour une
enzyme impliquée dans la synthese de la paroi (Hadjirin et al., 2021). Si la résistance est li¢e
principalement aux altérations des PBP, ou a la modification de la paroi, le risque d’une
propagation de cette résistance semble contenu. Néanmoins, chez une souche sensible, un
¢échange allélique avec 1’allele muté reste possible par transformation naturelle. Des études
spécifiques sur la dissémination de cette résistance sont nécessaires pour évaluer les risques

engendrés par une telle propagation.
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iii.  Les (nouveaux) genes de résistance portés par les éléments génétiques mobiles

L'analyse des genes de résistance portés par des EGM, tels que les ICE et les IME,
révele des aspects préoccupants de la dynamique de I’AbR chez S. suis. Parmi les nombreux
(n=217) geénes d’AbR identifiés dans les 102 souches séquencées, 186 ont été identifiés sur des
EGM. Ce sont principalement des IME (n=18) et des dIME (n= 91). Plusieurs combinaisons
jusqu'alors inédites ont été identifiées : un IME SNF2 portant le géne de résistance
tet(O/W/32/0), un IME_PPI associé au gene de résistance ant(6)-la, un IME_HTH-XRE avec
le geéne de résistance an#(9)-Ia, un IME guaA avec le géne de résistance erm(B), ou encore un
IME porteur d’une relaxase MobT associée a un géne dfiF. A I’exception de IME guad et
IME_HTH-XRE, tous ces IME transportant des genes d’ AbR sont intégrés dans des EGM, dont
105 dans des ICE ou des dICE. Ces ICE appartiennent tous a la famille Tn5252. L'intégration
des IME a lieu soit dans le géne SNF2, soit dans le géne PPI. La combinaison de génes d’AbR
la plus fréquemment observée est erm(B)-tet(O), sur un IME/dIME inséré dans le géne SNF2
dun ICE Tn35252 (n=41). Cette association fréquente erm(B)-tet(O) a été largement
documentée chez S. suis par de multiples équipes de recherche. Toutefois, nos travaux ont

permis de montrer pour la premicre fois la mobilisation d’un IME PPI qui porte erm(B)-tet(O).

Notre ¢étude a révélé la présence de 72 genes de résistance supplémentaires localisés sur
des ICE, dont sept appartenant a la famille vanG, trois a la famille Tn9/6 (tous intégrés dans
un ICE de la famille Tn5252), et un a la famille Tn/549. 1l est notable que c'est la premicre fois
que le gene va#(D) est rapporté sur un ICE de la famille Tn/549.

L’ensemble de ces résultats soulignent la diversité des génes de résistance et de leurs
associations avec des ICE et IME chez S. suis. Cette diversité génétique rend difficile le suivi
de la résistance et nécessite de développer des stratégies de surveillance et de contrdle adaptées.
Cette surveillance est d’autant plus importante que nous avons montré que la présence de ces
genes d’AbR induisait systématiquement un phénotype résistant vis-a-vis des antibiotiques

considérés.

Dans le contexte de notre étude, il est important de noter que des bactériophages,
intégrés dans le chromosome bactérien sous forme de prophages, peuvent également porter des
genes d’AbR. En effet, nous avons observé la présence de génes de résistance tels que erm(B),
mef(A), aph(3")-111, ant(6)-la, aac(6")-aph(2"), cat, optrA, sat4, tet(O/W/32/0), tet(W), Inu(B)

et /sa(E) au sein de ces prophages. La transduction peut ainsi étre considérée comme un des
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mécanismes de dissémination des génes d’AbR en plus de la conjugaison et la transformation
naturelle. Par ailleurs, les ICE et les prophages peuvent coexister dans le génome bactérien sous
forme chimérique ou en tandem, ce qui souligne leur rdle potentiel dans le transfert horizontal
de geénes de résistance. Récemment, différentes structures intégrées et capables de s’exciser ont
été décrites dans la littérature comme pouvant étre mobilisées avec les génes d’AbR qu’elles
portent (TU et UCS). Ces études questionnent sur le nombre d’¢léments génétiques encore

méconnus et pouvant entrainer la dissémination de génes d’AbR par transfert horizontal.

La description des geénes d’AbR portés par des plasmides (conjugatifs ou non) chez
S. suis reste un domaine largement méconnu. Bien qu'il ait été suggéré que certains genes
d’AbR tels qu'erm(B), tet(O/W/32/0), tet(B), cfr ou optrA pourraient potentiellement étre
transportés par des plasmides, des études complémentaires s'aveérent essentielles pour confirmer
ces hypotheses. Dans le cadre de notre étude, nous n'avons pas identifi¢ de geénes de résistance

qui pourraient étre portés par des plasmides.

Nous avons identifi¢ la présence de génes de résistance portés par des IME et des ICE
particulier. Les conséquences d’une telle cooccurence pour I’element et les souches
bactériennes qui les protent necessite plus d’é¢tude. Les ICE peuvent s'intégrer dans des sites
contenant déja un élément intégratif, conduisant a la formation de tandems ICE-ICE, ICE-IME
ou ICE-prophage, ce qui ajoute a la complexité de leur détection et 1’étude de leur mobilité. De
plus, les IME sont peu étudiés, bien que leur réle dans le transfert des génes d’AbR soit
probablement majeur. L'hypothése de transfert en trans souléve des questions cruciales sur la
spécificité potentielle entre la relaxase des IME et la CP des ICE et/ou la CP des IME et le MPF
des ICE. Pour tester la spécificité de ces différentes interactions, il est nécessaire de mener des
expériences en utilisant différents ICE helper (avec de CP de différentes familles et différents
MPF) afin d’identifier les combinaisons optimales pour le transfert et présentant le plus grand
risque de dissémination. Une autre question importante concerne les IME situés en dehors des
ICE, tels que ceux intégrés dans les geénes guaAd et HTH-XRE. Leur transfert n'a pas été
documenté dans la littérature pour I’instant, ce qui souléve des interrogations sur leur

mobilisation mais également leur régulation.

La mobilité des génes de résistance chez S. suis est donc multifactorielle et dépendante
de la diversit¢ des EGM. Cependant, les mécanismes précis de transfert et les interactions entre
les différents EGM et leur hote bactérien restent en grande partie méconnus. Cette complexité

souligne l'importance de poursuivre la recherche pour mieux comprendre ces processus
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permettant d’évaluer les risques liés a la propagation de la résistance aux antibiotiques depuis

cette bactérie pathogene.
iv.  Role des souches non cliniques dans la résistance aux antibiotiques

L'exploration des souches non cliniques joue un rdle essentiel dans la recherche sur la
résistance aux antibiotiques. Nous avons mis en évidence des corrélations entre les profils de
résistance et les pathotypes (article 1), indiquant que les résistances sont plus fréquentes dans
les isolats qualifiés de "non cliniques" ou "respiratoires" que dans ceux dits "systémiques". Plus
particuliérement, il ressort que les résistances a la pénicilline et au TMPS y sont plus fréquentes.
Ceci suggere que le taux de résistance pourrait étre influencé par la plus grande probabilité
d’échanges génétiques avec la communauté bactérienne du microbiote amygdalien et des voies
respiratoires hautes, qui est riche en streptocoques commensaux et présente une diversité
bactérienne importante. De plus, les souches bactériennes de ces microbiotes sont plus exposées
a des stress environnementaux pouvant induire des dommages sur I’ADN induisant la réponse
SOS, des mutations et I’activation des EGM. L’article 2 confirme cet aspect de la problématique
de dissémination des génes d’ AbR. En effet, les souches "systémiques" sélectionnées pour notre
¢tude se sont retrouvées incluses dans le groupe ayant la plus faible teneur en génes d’AbR -
moins de deux génes d’ AbR- alors que celles "non cliniques" ont été associées au groupe ayant
la plus forte teneur en génes d’AbR - plus de 2 génes d’AbR. Cette observation suggere que les

souches "non cliniques", résidant dans le microbiote, constituent un réservoir de genes d’ AbR.

En somme, ces deux articles mettent en évidence l'importance de I'¢tude des souches
non cliniques, souvent négligées au bénéfice des souches isolées lors d’épidémies mortelles,
dans la compréhension de la résistance aux antibiotiques. Ces souches servent de réservoir de

genes d’AbR, contribuant ainsi a leur dissémination dans I’environnement.
v.  Lacompétence chez S. suis et son implication dans la résistance aux antibiotiques

La compétence est un processus induit par la densité cellulaire et est associé¢ a divers
stress environnementaux, tels que des dommages a I'ADN, des limitations nutritionnelles ou la
présence d'antibiotiques. Il a été observé que 1'activation de la transformation chez S. suis se
produit lors de sa croissance en présence de sérum porcin ou humain. Ce processus de
transformation présente un caractére aléatoire en ce qui concerne les alleles et les genes

intégrés. Les fragments d'ADN acquis par transformation peuvent contenir divers ¢léments, tels
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que des copies mutées de genes chromosomiques (tels que PBP, ou mraY conférant une
résistance aux B-lactamines), des geénes de résistance simples ou multiples, voire méme des
EGM complets intégratif ou non, qu'ils soient mobiles ou défectueux. Ces événements
confeérent un avantage sélectif aux bactéries en générant de la diversité phénotypique dans des

populations exposées a des environnements changeants (cas d'exposition aux antibiotiques).

Notre étude, telle que présentée dans l'article 2, révele que seules 7 des 102 souches
¢tudiées ne portent pas 1'ensemble des génes nécessaires a la compétence. Sur la base de la
séquence du peptide signal inducteur de la compétence (phéromone ComS) sont définis
différents phérotypes chez les souches de S. suis (Okura et al., 2017). La grande majorité des
souches (67/102) semble présenter un phérotype de type I, tandis que 24 souches présentent un

phérotype de type II, et seulement quatre souches un phérotype de type IIL.

Il est intéressant de noter que le phérotype de type I est associé dans notre étude aux
complexes clonaux CC1 et CC16, tandis que le phérotype de type II est observé chez les
souches du CC28. Cette observation suggere la présence de cercles privilégiés d’échange selon
le phérotype. Les souches possédant les trois systemes de détection ComR des différentes
phéromones et celles produisant différentes ComS présentent peut-étre un avantage sélectif de
par leur capacité¢ a échanger avec plus de partenaires. La fonctionnalité de ces différents
systémes de détection ou de production de phéromones devra étre validé expérimentalement.
Ces résultats nous permettront par la suite d'étudier le transfert des éléments par conjugaison
chez des souches compétentes (en présence ou absence de peptides signal) et non compétentes
afin de mieux comprendre le role de la compétence naturelle dans le transfert de geénes de

résistance chez S. suis.
vi.  Facteurs de virulence

Nos analyses ont montré un lien significatif entre les génes de virulence et les complexes
clonaux, ainsi qu'avec les pathotypes (article 2). Plus spécifiquement, les complexes clonaux
CC1, CC16 et CC28 ont été associés a des clusters spécifiques de geénes de virulence. Par
exemple, CC1 est associé au cluster de geéne de virulence 2 comprenant une douzaine de geénes
de virulence, et il est principalement associé au pathotype "systémique". Ces souches sont epf*
mrp" sly’. La présence de ces trois marqueurs a déja été publiée comme un bon indicateur
d’appartenance aux ST1, nos résultats confirment cette observation (Gottschalk et al., 1998,

Berthelot-Hérault et al., 2000).
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Il est intéressant de noter que les souches pathogénes isolées de 1’appareil respiratoire
de porcs ne présentant pas de signe clinique d’infections systémiques a S. suis, peuvent
héberger un grand nombre de facteurs associés a la virulence. Cela indique que des facteurs
environnementaux, y compris les conditions d'¢levage, la présence de facteurs prédisposants
chez 1I’hdte ou des co-infections, jouent un role déterminant dans la virulence des souches de
S. suis et la genese d’une infection. Il serait intéressant de continuer avec 1’étude de ces facteurs

pour déterminer s’ils sont exprimés et sous quelles conditions environnementales.

Notre ¢étude a également mis en évidence que les souches de différents sérotypes
peuvent partager les mémes CC, ce qui suggere des changements de sérotype par recombinaison
(« switching »). Le sérotype de la souche et la composition de sa capsule a un impact sur la
virulence des souches et donc sur leur aptitude a provoquer des infections. Le passage du
sérotype 2 au sérotype 14 a ét¢ documenté en 2021 par Okura et col. et n'aurait aucun effet sur
la virulence des souches testées (Okura et al., 2021). Néanmoins, I'impact d’autres changements

de sérotype sur la virulence n'a pas encore été étudié.
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Chapitre 5 : Conclusion et perspectives

Mon travail de recherche a permis d’évaluer le profil de résistance/sensibilité¢ de 200
souches vis-a-vis de 22 antibiotiques appartenant a 12 familles utilisés en médecines humaine
et vétérinaire. Ces souches de S. suis ont été isolées chez I’Homme, le porc et le sanglier en
France métropolitaine. Nos résultats nous ont permis de montrer que les profils de résistance
observés chez les souches d’origine animale (porc et sanglier) ou humaine n’avaient pas de lien
avec la cible thérapeutique des antibiotiques utilisés (médecine vétérinaire ou humaine). Cela

témoigne de I’intérét de travailler en suivant I’approche One Health.

Suite a ces analyses, 102 souches ont été sélectionnées afin de séquencer leur génome
et étudier la fréquence et la diversité des genes responsables de la résistance aux antibiotiques
observée par antibiogramme. En plus de rechercher les génes de résistance aux antibiotiques,
les génes impliqués dans la virulence et la compétence ont également été étudiés. Les données
MLST obtenues grace au typage des souches ont permis d’identifier les différents CC présents
dans notre collection. L’analyse de différents facteurs de virulence a mis en évidence des
combinaisons de facteurs associés a la virulence (cluster) distinguant les souches invasives des
autres souches de notre étude. Ces associations de genes de virulence pourraient étre utilisées
pour la surveillance épidémiologique de ce pathogeéne zoonotique en France et possiblement en
Europe voire dans le Monde. L’utilisation de I’outil ICEscreen développé par I’Unité DynAMic
en collaboration avec 1’Unité MAIAGE (INRAE) a permis d’identifier et localiser les ICE et
IME présents dans les génomes. Le positionnement des génes d’AbR identifiés dans les souches
a permis de déterminer ceux portés par des ICE/IME susceptibles d’étre transférés par

conjugaison.

Enfin, I’étude de six familles d’ICE a permis de mettre en évidence la capacité
d’excision des ICE de la famille ICES?3, TnGBS?2 et vanG qui n’avait pas encore ét¢ démontrée
chez §. suis. Le transfert d’un ICE de la famille vanG a également été démontré pour la premicre
fois au cours de ce projet. L’excision d’un IME inséré dans le géene PP/ d’un ICE de la famille
Tn5252 a également été démontrée avec pour la premiere fois un transfert conjugatif conférant
la résistance aux tétracyclines et macrolides-lincosamides. Des études complémentaires seront
nécessaires pour tester les capacités de transfert, identifier les ¢léments « helper » et leur

spécificité et étudier les régulations mises en jeu.
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L’analyse in silico approfondie des IME SNF2 et IME PPI portant des génes de
résistance aux antibiotiques dans les souches étudiées indique la présence d’un systéme
complexe d’activation/répression de la machinerie de transcription de 1’excision
(recombinases) de ces IME. Une approche de RT-qPCR avec différents stress
environnementaux permettra de déterminer si la recombinase a sérine sensée permettre
I’excision des IME est bien exprimée en réponse a des stress (antibiotiques, pH, stress oxydant,
dommages sur I’ADN...) dans les souches précédemment testées lors des tests d’excision. Pour
cela une quantification de I’expression de la recombinase a sérine a partir de son ARNm grace
a une reverse transcription suivie d’une PCR quantitative sera réalisée. Les résultats seront
ensuite normalisés par rapport a trois génes de références (mutS, gyrA et ldh, Arenas et al., 2019

et Carraro et al., 2011).

Se pose également la question du coft biologique induit par la présence de ces IME
porteurs d’AbR. Des souches porteuses naturellement d’ICE_7n5252 actifs dépourvus d’IME
seront utilisées. Ainsi, I’effet de ’insertion d’'un IME dans le géne SNF2 ou PPI des ICE
Tn5252 sera étudié. Pour ce faire, différents IME SNF2 portant le géne fef#(O) et IME_PPI ont
¢été sélectionnés. Des promoteurs inductibles vont étre insérés en amont du géne du module de
recombinaison de ces IME afin de déterminer s’il est possible d’induire 1’excision de ces
¢léments et donc leur mobilisation. Un gene rapporteur fluorescent sera intégré en aval du gene
codant la recombinase afin de déterminer a quel moment de la croissance et dans quelles
conditions environnementales le module de recombinaison est activé dans les cellules. La
compréhension du mécanisme de transfert de ces génes permettra de prévenir le transfert afin,
in fine, de développer de nouvelles approches de traitement en couplant la prise d’antibiotique

a des inhibiteurs de transfert des ICE et IME.

Comme évoqué dans I’introduction, 1’augmentation de la résistance aux antibiotiques
chez les bactéries pathogénes constitue une menace pour la sécurité sanitaire mondiale. Les
pathogénes zoonotiques émergents comme S. suis ont déja été documentés comme responsables
d'épidémies mortelles pour ’'Homme sur le continent asiatique. Lors de ces épisodes
épidémiques, la présence de différents genes de résistance aux antibiotiques portés par des
EGM a été démontrée chez les souches de S. suis. Ces geénes de résistance représentent une
menace directe puisque le panel d’antibiotiques utilisables contre ces infections en est donc
réduit. La présence de ces geénes représente aussi une menace indirecte puisque la majorité des

genes AbR chez S. suis sont présents sur des EGM qui sont capables de se transférer a d’autres
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streptocoques voire a d’autres Firmicutes présents dans les écosystémes (microbiote du porc ou
autres animaux). De plus, S. suis, de par la quantité et la diversit¢ des EGM présents dans son
pangénome est un modele d’étude remarquable pour comprendre et analyser au niveau
moléculaire les interactions entre différents mécanismes de transfert horizontaux, entre hote et

EGM et entre différents EGM.
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Inserm « https://www.inserm.fr/c-est-quoi/bataille-de-microbes-cest-quoi-la-phagotherapie/ »
OligoAnalyzer « www.idtdna.com »

OMS « https://www.unep.org/explore-topics/chemicals-waste/what-we-do/emerging-

issues/antimicrobial-resistance-global-threat »
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Annexe 1. Suplementary data de la revue

Revue : “Update on the Mechanisms of Antibiotic Resistance and the Mobile Resistome in
the Emerging Zoonotic Pathogen Streptococcus suis”

Publiée dans la revue Microorganisms (Vol. 9, Issue 8).
https://doi.org/10.3390/microorganisms9081765

S1 : Associations entre les genes d’AbR identifiés chez Streptococcus suis.
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Annexe 2. Suplementary data de ’article 1

Article 1 : “Antimicrobial resistance profiles of Streptococcus suis isolated from pigs, wild

boars and humans in France between 1994 and 2020”.

Publié dans la revue Journal of Clinical Microbiology (doi 10.1128/jcm.00164-23)

S1 : Métadonnées et résistance aux 22 antibiotiques des 200 souches incluses dans 1’é¢tude

S2 : Profils de résistance
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Annexe 3. Suplementary data de I’article 2

Article 2 : " Characterization of virulence traits, antimicrobial resistance genes carried by

mobile genetic elements and competence in Streptococcus suis strains isolated in France"

S1 : Tableau de souches séquencées + Analyses
S3 : N° d’accession des 21 génomes de référence
S6 : Controle qualité des génomes séquenceés par nos soins

S7 : Heatmap des genes d’antibiorésistance présent dans les souches
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strain Genome Accession number Year Host Isolation_region Isolation_site Pathotype serotype ST Clonal complex Gentamicin

1]JAUTIF000000000.1 Before 2010 |pig Other Blood Systemic 12 28 28]s

811AUTIE000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Blood Systemic 12 28 28]s

94]JAUTID000000000.1 Before 2010 |pig Other Lung Respiratory 12 28 28]s
106]1AUTIC000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Tonsil Carriage 3 231 231fs
103]JAUTIB0O00000000.1 Before 2010 |pig Other Nasal cavity Carriage 12 28 28]s
141]1AUTIA000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Lung Respiratory 12 28 28]s
150]JAUTHZ000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Lung Respiratory 12 28 28]s
277|1AUTHY000000000.1 Before 2010 |human Other Nervous system Systemic 2 1 1]s
281]JAUTHX000000000.1 Before 2010 |human Other Blood Systemic 2 1 1]s
384]JAUTHWO000000000.1 Before 2010 |wild_boar Other Blood Systemic 7 1855 singleton s
430]JAUTHV000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Nasal cavity Carriage 12| 1856singleton s
434]JAUTHU000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Nasal cavity Carriage 3 231 231fs
440 JAUTHT000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Lung Respiratory 2 28 28]s
443]JAUTHS000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Lung Respiratory 3 231 231fs
450 JAUTHR000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Nasal cavity Carriage 11/ 1857 singleton s
488 JAUTHQO00000000.1 Before 2010 |pig Bzh Tonsil Carriage 27 1858]singleton s
545]JAUTHP000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Tonsil Carriage 1 1859]singleton s
548|1AUTHO000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Tonsil Carriage 16/ 1860|singleton s
561]JAUTHN000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Tonsil Carriage 27 1861singleton s
568|JAUTHMO000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Nasal cavity Carriage 9 16 16]s
1009/AUTHL000000000.1 Before 2010 |human Other Blood Systemic 2 1 1]s
1015 1AUTHK000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Lung Respiratory 12 28 28]s
1027 |JAUTHJ000000000.1 Before 2010 |human Other Nervous system Systemic 2 1 1fs
1034]1AUTHI000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Nervous system Systemic 9 16 16]s
1038]JAUTHH000000000.1 Before 2010 |pig Bzh Lung Respiratory 3 231 231s
1075]1AUTHG000000000.1 Before 2010 |human Bzh Nervous system Systemic 14 231 231fs
1218|JAUTHF000000000.1 After_2015 human Other Brain Systemic 2 1 1]s
1221|JAUTHE000000000.1 After_2015 human Other Blood Systemic 2 1 1]s
1222|JAUTHD000000000.1 After_2015 human Other Blood Systemic 2 1 1]s
1224]1AUTHC000000000.1 After_2015 wild_boar Other Lung Respiratory 29 1862singleton s
1266|JAUTHB000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 9 1863 singleton s
1285]1AUTHA000000000.1 After_2015 pig Bzh Nasal cavity Carriage 11/ 1864]1323/1864 s
1311]JAUTGZ000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 18| 1865 singleton s
1333]1AUTGY000000000.1 After_2015 pig Bzh Lung Respiratory 29 1866 | singleton s
1450 JAUTGX000000000.1 After_2015 wild_boar Other Tonsil Carriage 10 1868|singleton s
1471]1AUTGW000000000.1 After_2015 pig Bzh Lung Respiratory 5 1854singleton s
1473]JAUTGV000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 2 1 1]s
1474]1AUTGU000000000.1 After_2015 pig Other Lung Respiratory 2 28 28]s
1475 JAUTGT000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 2 1 1]s
14761AUTGS000000000.1 After_2015 pig Other Blood Systemic 2 1 1]s
1477]JAUTGR000000000.1 After_2015 pig Bzh Nervous system Systemic 2 1 1]s
1486 1AUTGQ000000000.1 After_2015 pig Other Lung Respiratory 2 1 1]s
1488 JAUTGP000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 2 1 1]s
1492]1AUTG0000000000.1 After_2015 pig Other Blood Systemic 2 28 28]s
1499]JAUTGN000000000.1 After_2015 pig Other lymph node Systemic 2 1 1]s
1500]1AUTGMO000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 7 29 28]s
1501]1AUTGL000000000.1 After_2015 pig Other Blood Systemic 7 29 28|s
1502|1AUTGK000000000.1 After_2015 pig Other Joint Systemic 7 1515 28]s
1503 1AUTGJ000000000.1 After_2015 pig Bzh Na Unknown 7 29 28]s
1504]1AUTGI000000000.1 After_2015 pig Other Joint Systemic 7 29 28]s
1505 | JAUTGH000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 7 1505 87|s
1506 |1AUTGG000000000.1 After_2015 pig Bzh Nervous system Systemic 7 1505 87|s
1507 | JAUTGF000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 7 1516 28]s
1508 1AUTGE000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 7 29 28]s
1509]/AUTGD000000000.1 After_2015 pig Bzh Na Unknown 7 29 28]s
1512|1AUTGC000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 7 29 28]s
1513]JAUTGB000000000.1 After_2015 pig Other Nervous system Systemic 7 29 28]s
1517]1AUTGA000000000.1 After_2015 pig Other Nervous system Systemic 7 29 28]s
1521]JAUTFZ000000000.1 After_2015 pig Bzh Nervous system Systemic 7 1505 87|s
1525 1AUTFY000000000.1 After_2015 pig Bzh Kidney Systemic 7 29 28]s
1526 JAUTFX000000000.1 After_2015 pig Other Joint Systemic 7 29 28]s
1529]1AUTFW000000000.1 After_2015 pig Bzh Nervous system Systemic 9 16 16]s
1530]JAUTFV000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 9 1518 16]s
1531]1AUTFU000000000.1 After_2015 pig Bzh Nervous system Systemic 9 1519]singleton s
1532|JAUTFT000000000.1 After_2015 pig Other Blood Systemic 9 16 16]s
1533]1AUTFS000000000.1 After_2015 pig Other Heart Systemic 9 16 16]s
1534 JAUTFRO00000000.1 After_2015 pig Bzh Nervous system Systemic 9 16 16]s
1535 | JAUTFQ000000000.1 After_2015 pig Other Joint Systemic 9 16 16]s
1537]JAUTFP000000000.1 After_2015 pig Other Blood Systemic 9 16 16]s
1538]1AUTFO000000000.1 After_2015 pig Other Blood Systemic 9 16 16]s
1540 |JAUTFN000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 9 16 16]s
1548]1AUTFM000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 9 16 16]s
1551]JAUTFLO00000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 9 1521]1521/1801 s
1552]1AUTFK000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 9 16 16]s
1553 JAUTFI000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 14 1 1]s
1554]1AUTFI000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 14 1522 231fs
1556 | JAUTFH000000000.1 After_2015 pig Bzh Liver Systemic 1 1 1]s
1557 1AUTFG000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 1 13 13]s
1558 |JAUTFF000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 1 1 1]s
1559 1AUTFE000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 1 1 1]s
1564 1AUTFD000000000.1 After_2015 pig Other Nervous system Systemic 1 1 1]s
1566 | 1AUTFC000000000.1 After_2015 pig Other Blood Systemic 1 1 1]s
1570]JAUTFB000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 1 1 1]s
1571]1AUTFA000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 1 1 1]s
1572]JAUTEZ000000000.1 After_2015 pig Other Blood Systemic 1 1 1fs
1573]1AUTEY000000000.1 After_2015 pig Other Blood Systemic 1 1 1]s
1574]JAUTEX000000000.1 After_2015 pig Other Nervous system Systemic 1 1 1]s
1575 1AUTEW000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 1 13 13]s
1577]JAUTEV000000000.1 After_2015 pig Other Blood Systemic 1 1 1]s
1583 1AUTEU000000000.1 After_2015 pig Bzh Joint Systemic 2 1 1]s
1584 JAUTET000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 2 28 28]s
1585 1AUTES000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 2 1 1]s
1586 | JAUTER000000000.1 After_2015 pig Bzh Nervous system Systemic 2 1 1]s
15881AUTEQ000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 9 1508 14]s
1589]JAUTEP000000000.1 After_2015 pig Bzh Heart Systemic 9 1508 14]s
1590]1AUTE0000000000.1 After_2015 pig Bzh Nervous system Systemic 9 1508 14]s
1591 |JAUTEN000000000.1 After_2015 pig Bzh Nervous system Systemic 9 16 16]s
1594]1AUTEM000000000.1 After_2015 pig Bzh Nervous system Systemic 9 16 16]s
1595 | JAUTEL000000000.1 After_2015 pig Bzh Blood Systemic 9 1509]138/1509 s
1597]1AUTEK000000000.1 After_2015 pig Bzh Heart Systemic 9 1509]138/1509 s
1601 JAUTEJ000000000.1 After_2015 pig Bzh Lung Respiratory 3 94| 94]s
1607 |1AUTEI000000000.1 After_2015 pig Bzh Na Unknown 3 231 231fs
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Tableau S3 : N° d'accession des 21 génomes de référence

Strain Accession_number
Streptococcus suis D12 NC_017621.1
Streptococcus suis TL13 NC 021213.1
Streptococcus suis T15 NC_022665.1

Streptococcus suis DAT299

NZ_AP023391.1

Streptococcus suis DAT300

NZ_AP023392.1

Streptococcus suis 6407

NZ_CP008921.1

Streptococcus suis 1ISU2812

NZ_CP017092.1

Streptococcus suis 1081

CP017667.1

Streptococcus suis AH681

NZ_CP025043.1

Streptococcus suis HN105

NZ_CP029398.1

Streptococcus suis HA1003

NZ_CP030125.1

Streptococcus suis YSJ17

NZ_CP032064.1

Streptococcus suis WUSS351

NZ_CP039462.1

Streptococcus suis 16085/3b

NZ_CP058740.1

Streptococcus suis YZDH1

NZ_CP065430.1

Streptococcus suis 1112S

NZ_CP071697.1

Streptococcus suis 39565

NZ_CP076517.1

Streptococcus suis SS389

NZ_CP082202.1

Streptococcus suis NJ3

NZ_CP082203.1

Streptococcus suis GD-0088

NZ_LR738723.1

Streptococcus suis 9401240

NZ_LR738724.1




Strain enBank Accession Numb: # contigs :ontigs (>= 0 kigs (>= 1Czs (>= 101gs (>= 25ligs (>= 5Czs (>= 501 # indels per 100 kbp local misassemblir misassembled contig # misassemblies # mismatches per 100 kbp

1 JAUTIFO00000000.1 52 66 50 38 28 44 13 62.01 150 23 54 2360.15
81 JAUTIEO00000000.1 55 66 50 39 29 45 12 59.01 154 19 53 2334.88
94 JAUTIDO00000000.1 55 69 50 40 32 45 16 61.67 149 23 51 2368.54

106 JAUTICO000000000.1 64 81 58 39 27 46 16 57.56 136 21 55 2341.78
109 JAUTIBO0O0000000.1 53 65 47 38 28 44 11 59.15 160 18 55 2331.32
141 JAUTIA000000000.1 50 69 46 34 25 40 13 59.79 154 17 55 2358.06
150 JAUTHZ000000000.1 54 66 48 36 27 43 13 59.39 155 19 55 2341.65
277 JAUTHY000000000.1 39 50 35 26 21 30 16 3.8 12 5 9 100.74
281 JAUTHX000000000.1 35 46 30 23 18 25 13 3.43 10 5 13 103.68
384 JAUTHWO000000000.1 32 54 28 22 19 23 15 64.83 145 19 93 2742.9
430 JAUTHV000000000.1 100 137 79 50 32 62 15 64.54 87 13 42 3018.81
434 JAUTHU000000000.1 62 73 59 40 32 47 19 57.21 141 25 56 2351.14
440 JAUTHT000000000.1 60 69 55 43 32 48 15 60.08 158 23 52 2345.77
443 JAUTHS000000000.1 68 89 63 41 30 48 16 57.18 142 24 56 2334.13
450 JAUTHR000000000.1 78 97 74 44 34 56 16 70.98 5 0 0 3348.52
488 JAUTHQ000000000.1 86 114 75 53 36 57 17 58.34 4 2 3 3494.21
545 JAUTHP000000000.1 121 175 110 49 30 69 18 63.98 94 19 45 3030.18
548 JAUTHO000000000.1 49 72 41 33 24 38 16 65.47 165 20 79 2706.06
561 JAUTHNO00000000.1 135 198 117 62 35 86 10 61.49 5 2 3 3570.02
568 JAUTHMO000000000.1 70 87 60 35 27 46 17 47.43 105 19 40 1708.73
1009  JAUTHLOO0000000.1 41 49 38 30 21 32 12 4.04 11 7 8 114.36
1015  JAUTHKO000000000.1 60 70 52 40 30 46 17 59.66 153 21 47 2345.47
1027 JAUTHJ000000000.1 37 53 34 26 20 28 12 4.45 13 4 12 112.56
1034 JAUTHIO00000000.1 67 74 57 32 27 43 18 47.9 107 20 42 1724.7
1038 JAUTHHO000000000.1 72 87 66 49 34 54 18 57.91 136 27 59 2354.36
1075  JAUTHGO000000000.1 64 80 58 40 30 50 16 57.39 138 26 53 2300.67
1218  JAUTHF000000000.1 37 52 32 25 19 27 15 3.57 12 7 13 92.44
1221  JAUTHE000000000.1 39 56 36 28 22 31 15 4.87 13 7 16 152
1222  JAUTHD000000000.1 41 60 40 31 24 35 16 4.34 13 4 12 110.02
1224  JAUTHCO000000000.1 117 186 90 54 33 73 15 71.05 109 22 45 2998.21
1266  JAUTHB000000000.1 52 75 43 31 21 36 14 67.23 126 16 89 2827.79
1285  JAUTHAO000000000.1 96 117 81 55 36 66 16 68.02 141 32 57 2768.43
1311  JAUTGZ000000000.1 176 228 154 74 27 111 4 62.28 113 29 53 2925.96
1333  JAUTGY000000000.1 89 114 80 54 31 61 18 57.47 115 17 44 2997.6
1450  JAUTGX000000000.1 70 98 61 45 29 52 16 76.08 139 20 43 2944.32
1471  JAUTGWO000000000.1 104 159 88 57 35 76 15 56.83 5 2 2 3585.48
1473  JAUTGV000000000.1 30 38 25 20 17 22 13 3.45 13 7 14 104.62
1474  JAUTGU000000000.1 50 67 43 36 27 40 13 59.57 156 19 60 2346.98
1475  JAUTGT000000000.1 32 39 27 22 17 24 14 3.68 9 6 12 110.78
1476  JAUTGS000000000.1 30 37 24 20 17 23 15 4.72 12 6 13 130.88
1477  JAUTGR0O00000000.1 34 40 29 24 19 27 13 3.43 10 6 8 54.96
1486  JAUTGQ000000000.1 39 44 33 27 21 29 15 3.63 11 5 10 98.79
1488  JAUTGP0O00000000.1 31 36 24 20 16 22 13 3.9 10 6 14 83.92
1492  JAUTGOO000000000.1 52 82 45 37 26 39 13 59.71 151 20 61 2342.47
1499  JAUTGNO00000000.1 38 45 28 24 19 26 14 3.64 9 5 6 96.42
1500 JAUTGMO000000000.1 99 122 91 54 29 76 15 56.97 142 30 52 2381.26
1501  JAUTGLO00000000.1 95 127 86 58 35 73 11 60.1 138 31 49 2420.87
1502  JAUTGKO00000000.1 105 132 97 55 30 80 15 57.28 144 32 50 2383.39
1503 JAUTGJO00000000.1 77 95 71 48 31 61 16 57.61 148 24 56 2401.1
1504 JAUTGIO00000000.1 94 115 87 55 29 71 13 57.16 147 30 54 2389.86
1505 JAUTGHO000000000.1 35 46 28 23 21 26 16 62.05 130 16 67 2329.57
1506  JAUTGGO000000000.1 40 53 35 26 21 29 18 61.43 123 18 67 2343.12
1507  JAUTGF000000000.1 97 116 89 51 30 70 13 57.64 147 29 54 2401.82
1508  JAUTGEO000000000.1 92 110 84 59 32 72 13 59.86 140 34 54 2425.72
1509 JAUTGDO000000000.1 92 112 85 50 32 71 14 57.39 149 31 55 2404.16
1512  JAUTGCO00000000.1 92 116 87 50 29 70 14 57.48 146 28 50 2405.5
1513  JAUTGB000000000.1 105 130 95 55 29 80 15 57.21 145 30 54 2386.54
1517  JAUTGA000000000.1 101 128 94 55 29 80 13 57.3 144 28 51 2384.98
1521 JAUTFZ000000000.1 35 48 29 23 21 26 16 62.04 130 16 66 2330.32
1525 JAUTFY000000000.1 97 116 88 51 29 72 12 57.02 148 29 52 2406.12
1526 JAUTFX000000000.1 99 123 90 53 32 74 13 57.55 145 28 49 2404.02
1529  JAUTFWO000000000.1 72 100 62 41 29 50 15 46.33 105 20 51 1721.84
1530  JAUTFV000000000.1 71 97 62 41 30 50 15 46.21 103 19 50 1720.93
1531  JAUTFU000000000.1 68 86 59 44 31 52 15 61.45 128 27 69 3203.16
1532 JAUTFT000000000.1 74 89 60 37 28 43 16 48.08 104 18 48 1749.38
1533 JAUTFS000000000.1 74 96 69 44 29 51 16 48.92 96 27 52 1728.01
1534  JAUTFR000000000.1 69 88 61 33 27 43 17 47.65 107 23 53 1732.41
1535  JAUTFQO000000000.1 71 87 67 42 29 50 18 48 98 24 54 1729.73
1537 JAUTFP0O00000000.1 68 93 60 41 30 49 15 46.98 103 19 51 1736.42
1538  JAUTFO000000000.1 78 95 70 40 32 51 18 46.82 100 24 47 1734.84
1540  JAUTFNO00000000.1 73 92 63 38 29 46 16 47.66 104 19 47 1748.63
1548  JAUTFMO000000000.1 76 92 70 44 27 51 17 48.17 99 28 55 1730.21
1551 JAUTFLO00000000.1 43 54 40 31 26 34 20 63.13 148 19 55 2521.17
1552 JAUTFKO00000000.1 66 83 59 37 31 44 18 47.85 105 20 43 1730.35
1553 JAUTFJO00000000.1 32 38 25 21 16 23 13 4.36 10 6 8 64.58
1554 JAUTFI000000000.1 67 91 55 44 30 50 16 57.96 133 26 54 2282.18
1556  JAUTFH000000000.1 44 50 41 32 27 36 18 6.98 11 11 15 146.98
1557  JAUTFG000000000.1 68 88 64 40 22 55 16 58.65 143 25 49 21441
1558 JAUTFFO00000000.1 28 36 24 21 17 23 13 4.61 14 7 17 113.03
1559 JAUTFEO00000000.1 30 38 24 21 17 23 14 431 13 7 16 112.18
1564  JAUTFD000000000.1 30 35 24 20 16 22 14 3.39 13 6 8 62.43
1566 JAUTFC000000000.1 26 30 22 18 14 20 13 6.69 12 6 17 173.29
1570 JAUTFB000000000.1 28 35 25 21 17 24 13 4.26 13 6 15 112.75
1571  JAUTFA000000000.1 38 48 33 25 19 29 16 10.33 22 9 12 279.08
1572 JAUTEZ000000000.1 30 38 26 21 18 25 15 4.3 16 7 16 114.23
1573 JAUTEY000000000.1 27 36 24 19 16 23 14 4.31 15 7 16 113.83
1574  JAUTEX000000000.1 26 36 24 19 16 23 14 4.31 15 7 16 113.09
1575 JAUTEW000000000.1 63 77 59 38 22 51 16 59.68 146 26 54 2141.58
1577  JAUTEV000000000.1 31 40 24 20 17 23 15 4.15 15 7 15 110.81
1583  JAUTEUO000000000.1 28 33 23 19 16 21 16 3.88 15 5 12 105.01
1584  JAUTET000000000.1 52 68 43 37 26 40 14 61.38 152 20 61 2385.08
1585 JAUTES000000000.1 33 39 25 21 18 23 16 3.93 16 5 12 104.39
1586  JAUTER000000000.1 53 56 45 25 21 32 15 4.19 13 6 10 126.57
1588  JAUTEQO00000000.1 85 108 79 49 34 63 13 49.95 118 30 49 1927.77
1589 JAUTEPO00000000.1 87 116 82 47 33 62 12 49.98 115 30 51 1924.68
1590 JAUTEOO000000000.1 83 112 80 49 33 63 12 49.84 116 29 48 1921.89
1591  JAUTENO00000000.1 73 91 66 45 35 53 14 48.37 109 25 53 1752.05
1594  JAUTEMO000000000.1 77 100 69 44 35 54 14 47.91 109 25 50 1748.99
1595 JAUTELO00000000.1 46 55 44 34 27 37 19 60.59 135 17 58 3084.82
1597 JAUTEKO000000000.1 48 58 46 35 29 38 19 60.61 134 17 57 3084.66
1601 JAUTEJO00000000.1 55 60 53 38 30 44 15 64.66 159 24 51 2486.61

1607 JAUTEIO00000000.1 71 86 65 42 29 55 21 59.4 130 28 60 2380.29



# N's per 100 kbped genesl genes (>d genes (I genes (>cted rRNulication r GC (%) L50 Largest contig  N50 Total length completeness (checkM)ination (crogeneity (checkM)

0 61+0pb6+0pa.34+0ps3+0par3+0parl 1.005 41.14 9 211050 62199 2050313 99.95 0 0
0 .97 +0p#66+0pa.60+0p3l+0par3+2parl 1.005 41.06 9 279740 68374 2113678 100 0 0
0 90+0p:73+0pa.56+0p31+0par3+0part 1.005 41.06 11 210077 66979 2115227 100 0 0
0 '52+2 pB6+0pa'l7 +2 pdl+0par3+0parl 1.004 40.96 9 313872 71428 2251576 100 0 0
0 90+0pb8+0pa.58+0pd3+0par3+0part 1.005 41.04 8 272087 80610 2103493 99.62 0 0
0 .85+2 p#65+0pa.50+2p36+0par3+0parl 1.005 41.07 7 278581 95375 2110021 100 0 0
0 90+0p:71+0pa.56+0p33+0par3+0parl 1.006 41.05 9 196375 80673 2102289 100 0 0
0 39+3p72+0pa.07+3 p36+0par3+2part 1.001 41.16 6 336035 93622 2052589 100 0 0
0 33+0p:70+0pa.08+0ps34+0par3+2part 1.002 41.15 5 367289 131499 2043909 100 0 0
0 58+4pb3+0pa36+4pd7+0par3+2pari 1.001 4145 6 229185 136566 2022036 99.63 0.12 0
0 )05 + 8 pi77 +3 pa!63 +8 pdd +2par3+2parl 1.005 41.68 15 160231 50922 2281033 99.95 0.37 0
0 '58 + 3 pB6 +0pa!22 +3 pd2 +0par3+1parl 1.005 40.96 12 244885 61527 2254514 99.95 0 0
0 89+1pb9+0pa54+1ps3d+0par3+0part 1.005 41.16 11 197568 61251 2105977 100 0 0
0 '77+0pB1+0pa'39+0p39+0par3+0pari 1.003 40.95 10 263536 73278 2275543 100 0 0
0 74 + 3 p66 + 1 pall7 +3 pf4 + 0 pard + 0 parl 1.006 43.12 13 158974 58806 2345977 99.63 0.19 0
0 '51+4 pO87 +1pal09+4pil3+1pa3+2part 1.013 4154 15 105643 60712 2402398 99.63 0 0
0 131 +8 p06 + 5 pa'8l +7 pd2 + 2 pad + 0 part 1.008 41.3 14 155329 58341 2378636 100 0.19 0
0 78 +2p71+0pa50+2ps34+0par3+2part 1.003 41.11 8 197909 97201 2143377 100 0.62 66.67
0 112 + 8 pB3 +4 pa'62 + 8 pid2 + 1 pa3 +2 parl 1.023  41.37 21 123507 39189 2352655 99.63 0.37 100
0 '89+4 pOB5+0pa'53+4pa5+0par3+2part 1.006 41.04 10 208537 78654 2278721 100 0.37 100
0 46 +2pb3+1pa.l2+2p35+0par3+0parl 1.001 41.25 6 305835 93586 2039787 100 0 0
0 92 +0pb9+0pa58+0ps3+0par3+2part 1.006 41.16 11 158797 67122 2111215 100 0 0
0 35+2pb8+1pa.06+2ps38+0par3+0part 1.002 41.18 5 234091 170388 2033062 100 0 0
0 103 + 6 p:d3 +1 pa'62 +6 pd7 + 0 par3 +2 parl 1.008 40.95 10 222426 77017 2321189 99.95 0.37 0
0 '89 + 0 paB7 +0 pa'52+0pd2 +0par3 +0part 1.005 40.96 14 211115 51776 2293207 100 0 0
0 122 +1 p#66+0pa.93+1p36+0par3+0parl 1.005 40.88 11 216461 63404 2203919 100 0.37 0
0 55+1p77+0pa.26+1ps34+0par3+0part 1.001 41.08 5 305822 99053 2081053 100 0.06 0
0 58+3pi70+2pa24+3p38+0par3+2part 1.001 41.14 7 272327 93573 2076298 100 0 0
0 37+3pb6+1pal07+3p37+0par3+2part 1.001 41.13 8 224418 76895 2046177 100 0 0
0 '76 + 6 p8B8 +2pa'2l+4pd7+1par3+1part 1.007 41.39 16 103614 48847 2296404 100 0 0
0 57 +2pd2+1pal22+2pd5+0par3+0parl 1.001 41.08 6 366109 113783 2308089 100 0 0
0 59+5p74+0pa.30+5p38+0par3+2part 1.008 40.98 17 98930 48177 2151715 100 0 0
0 '54 +5pBH2+2palll+5pd9+1pard+0part 1.013  41.27 29 83605 23444 2204304 99.63 0 0
0 28 +11p92+2paB6+11pl7+0par3+0pari 1.004 41.54 14 154723 56207 2359889 100 0 0
0 55+2pb3+0pa.25+2pf8+0pard+0part 1.007 41.17 12 151035 59629 2069459 99.95 0 0
0 43 +4 p:06 + 2 pa!87 +4 pd5+2par3+2parl 1.045 41.28 19 98486 48642 2382570 99.63 0.37 100
0 32+0pb8+0pa.04+0ps38+0par5+0part 1.002 41.21 5 305078 133674 2026185 100 0 0
0 91+0pb8+0pa.56+0ps34+0par5+0part 1.006 41.09 8 210051 80650 2106726 100 0 0
0 32+3p71+1pa04+3p38+0pard+0pari 1.002 41.19 5 305927 157075 2052458 100 0 0
0 .23 +0 pb5 +0pal99 +0 ps6 + 0 par5> + 0 part  1.002 41.1 5 305925 155820 2044868 100 0 0
0 20+4 p67 +3pal95+4 p3l+1par5+0parl 1.001 41.25 6 306027 101418 2015501 100 0 0
0 34 +0p:b7 +0pa.08+0ps7+0par5+0part 1.002 41.19 6 262024 93641 2040127 100 0 0
0 38+2p72+1pa.08+2ps34+0par5+0part 1.002 41.17 4 368291 170754 2046888 100 0 0
0 96+1p72+1pabl+1ps5+0pard+0parlt 1.006 41.09 8 212842 80623 2116456 100 0 0
0 27 +0pb6+0pal98+0pd8+0par5+0part 1.001 41.19 5 306035 131367 2033019 100 0 0
0 '02+1pb0+1pa.66+1pd6+1pard+0part 1.01 41.09 18 115633 45247 2085001 100 0.06 0
0 99 +0pb7 +0pa.68 +0ps8+0pard+0part 1.009 41.05 18 104279 38185 2099378 100 0 0
0 97 +0pb0+0pa.60+0pi9+0pard+0part 1.01 41.09 19 84859 40880 2086205 100 0.06 0
0 85+1pb2+1pa56+1pd7+1pars5+0part 1.007 41.08 14 192101 52502 2077619 100 0.06 0
0 84 +0p5H8+0pa.57+0p3l+0pard+0part 1.009 41.13 16 129562 41562 2068833 100 0.06 0
0 81l+1pH2+0pa.d3+1pd0+0pard+0part 1.004 41.1 6 253523 125900 2121780 100 0 0
0 '51+2 p74+0pall5+2ps39+0pard+0part 1.005 41.03 7 243329 111135 2221207 100 0.19 0
0 66+0pH9+0pa36+0pi8+0par5+0part 1.01  41.09 16 152486 45538 2039606 100 0.06 0
0 99+2p71+0pa67+2pd6+0par5+0pari 1.008 41.06 18 104194 43563 2094340 100 0 0
0 .66 +0p:H5+0pa.39+0pd7+0par5+0part 1.01  41.09 16 172066 41561 2041934 100 0.06 0
0 68+2pHa+1pa37+2pd6+1par5+0parl 1.009 41.09 15 164397 49995 2037476 100 0.06 0
0 99 +1pbl+1pabl+1lpd7+1pars5+0part 1.01 41.09 18 114553 38556 2086547 100 0.06 0
0 '00+1pb5+0pa.68+1pd6+0pard+0pari 1.01 41.09 18 115633 40880 2085767 100 0.06 0
0 58+ 1p57+0pa.23+1pad0+0pard+0pari 1.004 41.09 7 253522 115114 2087038 100 0 0
0 .63+1pH5+0pa.35+1pd8+0par5+0part 1.009 41.09 16 171960 45245 2040296 100 0.06 0
0 66+2pH3+0pa34+2pd6+0par5+0part 1.011  41.09 17 135672 38783 2039451 99.62 0.06 0
0 46 + 2 p8B8 + 1 pa!l5+2 pdl + 0 par5 + 0 part 1.007 41.29 10 242287 63015 2165034 100 0.37 100
0 44 +1pOB1+0pa'll+1pd2+0par5+0part 1.006 41.29 10 242287 62207 2163971 100 0.37 100
0 88+2pi76+1pa6b0+2pad3+0par3+0part 1.005 41.42 13 134534 56397 2104929 100 0 0
0 141+ 0 pdl7 +0 pal03 + 0 pd9 +0 par5 + 0 parl 1.008  41.05 9 241753 83234 2374325 100 0.75 50
0 '06 +1pB1l+0pa.76 +1 ps3 +0par5+0part 1.008 41.22 12 166804 64053 2105172 100 0.37 100
0 '89 + 0 p:00 + 0 pa'52 + 0 pd5 + 0 par5 + 0 part 1.007 41.01 10 209617 77682 2282997 100 0.37 100
0 '09+1pB5+0pa83+1ps5+0par5+0part 1.008 41.22 13 144372 62966 2101648 100 0.37 100
0 M40+ 2 pB9+1palll+2pd2+0par5S+0part 1.007 41.29 10 242287 62207 2164235 100 0.37 100
0 '66+1 pBI9+0pa'31+1pd8+0par5+0part 1.009 41 12 174973 66878 2238032 100 0.75 50
0 133+ 1pl7+1pa'94 +1 pad8+1par5+0part 1.008 41.05 10 241790 77138 2370777 100 0.75 50
0 83+1p77+0pa57+1p31l+0par5+0part 1.009 41.22 12 144372 64053 2069559 100 0.37 100
0 122 +1p74+1pa86+1pd9+1pard+0part 1.005 41.18 9 184594 81675 2156972 100 0 0
0 119+ 1 pl3+0pa'8 +1pd9+0par5+0part 1.007 40.98 12 161267 80962 2347163 100 0.75 50
0 .03+2p5H9+1pal78+2padl+0par5+0part 1.002 41.3 4 306032 171247 1966158 100 0 0
0 '35+ 2 pi72 +1 pal06 +2 pd0 + 0 par5 + 0 part 1.007 40.84 11 175683 70334 2246966 99.72 0.37 0
0 14 +1p5H8+0pal88+1ps3+0par5+0part 1.003 41.24 10 177242 85628 1987296 100 0 0
0 57+0pH2+0pa.19+0p30+0pard+0part 1.007 41.42 11 168519 66223 1991649 99.63 0 0
0 21+42p71+1pal9d+2pd8+0par5+0part 1.001 41.21 4 421412 131143 2028912 100 0 0
0 25+2p73+1pal96+2ps36+0par5+0part 1.002 41.21 5 305932 131142 2029132 100 0 0
0 .00+0p59 +0pal77 +0pd2+0par5+0part 1.001 41.3 4 305938 171083 1966307 100 0 0
0 29+2pb7+1pa.02+2p30+0par5+0part 1.002 41.14 4 378415 170402 2037035 100 0 0
0 A3 +2p76+1pall+2pa8+0par5+0part 1.002 41.22 5 305988 134845 2064699 100 0 0
0 32+ 1pb7+0pa.05+1p30+0par5+0pari 1.003 41.3 6 305000 93709 2004403 100 0 0
0 54+0p76+0pa.20+0p39+0par5+0parl 1.001 41.21 5 305933 124767 2070350 100 0 0
0 A5 +0p76 +0pa.15+0pd0+0par5+0part 1.002 41.21 5 305933 170442 2069548 100 0 0
0 A48 +0p77+0pa.21+0ps39+0par5+0part 1.002 41.21 5 305933 170440 2068932 100 0 0
0 59+0p5H0+0pa2l+0pd8+0pard+0part 1.006 41.41 10 168473 66949 1988689 99.63 0 0
0 52+1p73+0pa.2l1+1pd9+0par5+0part 1.002 41.21 5 305935 131142 2070148 100 0 0
0 28+ 0pi72+0pa.02+0p39+0par5+0parl 1.001 41.18 5 306027 131119 2039470 100 0 0
0 .85+0pi71+0pa.54+0p34+0pard+0part 1.005 41.05 8 267695 83305 2103839 100 0 0
0 33+0pb9+0pa.06+0ps39+0par5+0part 1.001 41.18 5 306027 93645 2038930 100 0 0
0 79+6p78+4pa.d6+6pd0+1par5+0part 1.009 41.1 6 306456 109814 2137513 100 0.37 100
0 '154+2 pi77+0pa.83+2pd8+0par5+0pari 1.008 40.92 14 167861 47145 2180672 100 0 0
0 128+ 0 p79 +0pa.93 +0pad0+0par5+0part 1.008 40.9 14 167861 47123 2193577 100 0 0
0 118 + 1 pi75+0pa.85+1 ps39+0par5+0part 1.008 40.92 14 167861 46404 2179348 100 0 0
0 '99 +1p02+1pa6l+1pa5+1par5+0part 1.008 41.1 13 161248 57926 2280622 100 0.37 0
0 '94 +3 pB7 + 1 pa'56 + 3 pd6 + 1 par5 + 0 pari  1.009 41.1 13 161248 57926 2278435 100 0.37 0
0 '02+0pB3+0pa.76+0p:d7 +0pat+0part 1.003 41.43 10 164763 78195 2158664 100 0 0
0 '03+0p:B2+0pa.75+0pbd7+0pad+0parl 1.003 41.43 10 164763 76338 2158944 100 0 0
0 '13+0pe75+0pa.80+0ps34+0par3+2part 1.006 41.09 10 201269 64242 2149003 100 0.06 0
0 '89 +1p:91+0pa50+1pdl+0par3+2part 1.006 40.96 12 134807 69315 2302280 100 0 0
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Figure 1: Heatmaps of (i) clonal complex (CC), (ii) serotype, (iii) pathotype, (iv) virulence-gene pattern and (iv) host for the
102 genomes of French isolates of Streptococcus suis. Genomes have been grouped according to their phylogenetic distance
determined by alignment of their core genes (see ‘Method’) (as indicated by a phylogenetic tree at the left). The legends for
the heatmaps are indicated on the right of the figure. The names of the strains are indicated in the CC heatmap. Hierarchical
clustering (HCPC) enabled the classification of the genomes in three clusters according to their pattern of putative virulence
genes. The presence of a putative virulence gene is indicated in blue. Putative virulence genes have been ordered according
to their association with one of the three clusters of virulence genes (numbered 1 to 3) obtained by HCPC. Inside each
cluster, only genes that are discriminant (n=22) are indicated and ordered according to their discriminating power
(decreasing value of v.test obtained through HCPC indicated by a decrease of color intensity, a positive association i.e. v.test
positive is indicated in brown and a negative association i.e. v.test negative in green).
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Running head:

Detection and activity of Mobile Genetic Elements

Abstract

Multidrug resistance, due to acquired antimicrobial resistance genes, is increasingly
reported in the zoonotic pathogen Streptococcus suis. Most of these resistance genes are
carried by chromosomal Mobile Genetic Elements (MGEs), in particular Integrative and
Conjugative Elements (ICEs) and Integrative and Mobilizable Elements (IMEs). ICEs
and IMEs frequently form tandems or nested composite elements, which make their
identification difficult. To evaluate their mobility, it is necessary to (1) select the suitable
donor-recipient pairs for mating assays, (i1) do PCR excision tests to confirm that the
genetic element is able to excise from the chromosome as a circular intermediate, and
(ii1) evaluate the transfer of the genetic element by conjugation by doing mating assays.
In addition to a dissemination of resistance genes between S. suis strains, MGEs can
lead to a spreading of resistance genes in the environment and towards pathogenic

bacteria. This propagation had to be considered in a One Health perspective.

Keywords

Streptococcus suis, antibiotic resistance, Mobile Genetic Elements, ICE, IME, excision,

conjugation.
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1. Introduction

Mobile Genetic Elements (MGEs) that can transfer by conjugation are widespread in
Streptococcus suis [1-3]. Almost all these elements are integrated in the chromosome. They
include Integrative and Conjugative Elements (ICEs) and Integrative Mobilizable Elements
(IMEs). ICEs are autonomous MGEs that encode all the genes and sequences necessary for
their dissemination [4]. In particular, they all encode at least one integrase, an enzyme necessary
for their excision and integration into bacterial genomes. Three types of integrases exist:
tyrosine integrases, serine integrases and DDE transposases (i.e. with a DDE motif in their
catalytic site). DNA transfer is initiated by an enzyme called relaxase, which nicks the origin
of transfer (oriT) of the ICE and covalently attaches to the 5’ end of the DNA [5, 6]. All ICEs
contain genes that encode a conjugation pore that is a multiprotein complex related to Type IV
secretion systems (T4SSs). It ensures the transport of the DNA-relaxase complex through the
cell membranes and walls of both the donor and the recipient bacteria. This transport requires
energy supplied by the T4SS ATPases, including the coupling protein and VirB4 [5, 6]. IMEs
are also able to excise from the chromosome but, by contrast with ICEs, they are not
autonomous for their transfer [4, 7]. They transfer by mobilization through the T4SS of an
autonomous conjugative element resident in the same cell. They contain an ori7 and may also
carry some genes involved in conjugation. Almost all known IMEs of Firmicutes encode a
relaxase and many putative IMEs from Streptococcus encode a coupling protein [8]. This is
also the case for S. suis [9]. None of them encodes T4SS proteins. For instance, they are all
deprived of the VirB4 ATPase, the most conserved protein of conjugative T4SSs. While the
literature on ICEs has clearly expanded in recent years, the literature on IMEs remains weak
and as a result they remain largely unknown. Most of the antibiotic resistance genes found in
S. suis are carried by ICEs and IMEs [3, 9]. These MGEs thus contribute to the dissemination
of antibiotic resistance genes not only inside the §. suis species but also to other bacterial

species.

The identification of ICEs and IMEs in bacterial genomes remains a challenge. This is primarily
due to the diversity of the elements that results from their evolution through gene exchange. A
high diversity of MGEs that could transfer by conjugation has been reported in S. suis with
seven families of ICEs and twelve families of IMEs (when considering relaxase families)
already described [9]. Another difficulty in ICE/IME identification is that they may form

composite structures: (i) tandems when two elements integrate in the same target site or (ii)
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nested elements when one element integrates in another one (Figure 1). An “host” element (ICE
or IME) can be the target of a variety of “guest” elements (ICE, IME, group II introns or other
genetic elements). The formation of composite elements is particularly frequent in S. suis [9].
Finally, the abundance of ICEs and IMEs can be an additional difficulty, both for detecting the
elements in the genomes and for testing their mobility, especially if several identical or closely
related elements co-exist within the same genome. This can be the case for TnGBS2 and Tn5252
ICE families found in S. suis for which up to three copies can co-exist in bacterial cells [9]. The
three factors that complicate the identification and delimitation of chromosomal MGEs are thus
combined in S. suis. The recently described ICEscreen tool [10] proved to be very efficient to
solve these problems and was successfully applied to uncomplete genomes of S. suis [9]. For
the detection of ICEs and IMEs, ICEscreen relies on the presence of Signature Proteins (SPs)
encoded by ICEs and IMEs, i.e. proteins that are characteristic of these integrative elements
(integrase-relaxase-coupling protein-VirB4 and integrase-relaxase-(optional coupling protein)
respectively) [10]. The strategy to detect SPs of ICEs and IME:s is based on a database dedicated
to streptococcus elements and composed of manually curated proteins and Hidden Markov
Models (HMM) profiles [10]. ICEscreen is freely available

(https://forgemia.inra.fr/ices_imes_analysis/icescreen) and can be run locally or remotely with

Galaxy (more details are available on these web pages:

https://icescreen.migale.inrae.fr/run_icescreen/).

Once a putative ICE or IME has been identified in the genome, the next step is to evaluate its
mobility. Three steps can be defined: (i) selection of suitable donor-recipient mating pairs, (ii)

excision tests, and (iii) transfer experiments.
Selection of suitable donor-recipient mating pairs

Since conjugation requires a tight physical contact between donor and recipient cells, it cannot
usually be observed in liquid medium unless the MGE encodes an adhesin. Thus, a classical
method used to test MGE transfer is mating assays on solid medium using filters to promote
interbacterial contact [11, 12]. The use of filters is convenient to recover the entire bacterial
population, compared to scraping from the plate with a cotton swab. The method relies on the
enumeration of transconjugants (i.e. recipient cells that have acquired the MGE) thanks to two
selectable antibiotic resistances: one specific to the recipient cells and an additional one carried
by the MGE that has been acquired by conjugation. The high prevalence of antibiotic resistance

in S. suis precludes the use of many antibiotic resistance markers to track horizontal transfer of
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MGEs. Preliminary susceptibility tests are thus needed to determine the antibiotic resistance
patterns and levels of resistance (to avoid false-positives) of the donor and recipient strains. If
necessary, rifampicin and streptomycin derived mutants of cells devoid of the MGE can
selected using a stepwise method to obtain recipient cells [13]. Spontaneous mutations
conferring resistance to rifampicin and streptomycin can be obtained in the rpoB gene
(encoding the beta subunit of RNA polymerase) and the 7psL gene (encoding the S12 ribosomal

protein) respectively.

In addition, many strains of S. suis produce a bacteriocin (whose production locus is usually
encoded by an ICE but not always active) that can kill other S. suis strains or other bacterial
species [9, 14]. A preliminary evaluation of bacteriocin production by donor and recipient

strains is thus needed before doing the transfer experiments, and they are also described below.
Detection of the MGE and excision tests in the donor strain

First, PCR experiments should be carried out to confirm the presence of the MGE in the donor
strain(s) (detection of the attL and attR recombination sites) and its absence in the recipient
strain(s) (detection of an empty a#tB site). This is done by using pairs of primers located at both

extremities of the MGE and surrounding the integration site (Figure 1).

In order to detect a transfer event, it is necessary to first evaluate if the MGE(s) is (are) able to
excise from the chromosome (either alone or as a composite element in case of tandem or nested
elements, Figure 1). Excision tests are done by PCR using dedicated primers to detect both the
excised element(s) (through its/their att/ site) and the empty bacterial site (a#tB) (Figure 1).

Transfer experiments

As mentioned previously, the classical method used to test the transfer of conjugative elements
is filter-mating assays. This is an “end-point method” that does not quantify conjugation events
but measures the number of viable colonies of transconjugants obtained after mating of donor
and recipient at a particular ratio and during a certain time. The method is easy to perform and
requires only basic laboratory equipment. However, it is time-consuming and needs several
replicates to allow interpretation. Other more technically-challenging methods exist [15-17].
They rely on fluorescence reporters (flow-cytometry, time-lapse microscopy) and thus require
the preliminary introduction of a fluorescence gene in the sequence of the MGE (with the risk

of modifying its regulation or its functionality).
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2. Materials

All materials should be sterilized. Experiments should be developed in sterile conditions

(except PCR experiments).

2.1 Equipment
1. Autoclave
2. Incubator (37°C).
3. Laminar flow cabinet.
4.  Bench centrifuge.
5. PCR machine.
6.  Equipment for gel electrophoresis and gel visualization.
7. Densitometer (suspension turbidity detector).
8.  System to incubate plates in anaerobic conditions.
9.  Glassware and plastic material: microcentrifuge tubes (0.2 mL, 1.5 mL and

2 mL), 50-mL Falcon tubes, 5-mL plastic tubes, Petri dishes, Erlenmeyer
flasks, inoculation loops.

10.  Automatic pipettes (1 mL, 0.2 mL, 0.02 mL) and respective tips.

11.  Nitrocellulose filters (0.22 pum).

12.  Centrifuge for 50-mL Falcon tubes

13.  Drigalski spreaders.

14. Tweezers.

2.2 Media and solutions

1. Culture media: brain heart infusion (BHI) broth, BHI 2% (w/v) agar and soft-
agar BHI 0.8% (w/v) agar powder.

2. Antibiotic powders to prepare stock solutions of antibiotics (according to

manufacturer reccommendations).

Distilled and milliQ water.

0.9% (w/v) NaCl solution in distilled water.

BHI broth 15% (w/v) glycerol solutionin.

Tris-borate-EDTA (TBE) buffer

100 pb-2kb DNA ladder

TBE buffer 0.8%, 1%, 1.5%, or 2.5% (w/v) agarose

® N kW
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9.  Ethidium bromide

2.3 Consumables for Polymerase Chain Reaction

1.  Genomic DNA extraction kit to prepare DNA template for PCR

2. Oligonucleotides: Primers 1 to 8 (see Figure 1) are MGE-specific primers.
These should be standard primers with 71, of 55-65°C. Primers described by
Okura et al. [18]can be used for typing S. suis donor and recipient strains if
they do not belong to the same serotype.

3. Taq DNA polymerase

4. 0.2 mM deoxynucleoside triphosphates

2.4 Bacterial strains

The MGE to study should have a selectable antibiotic marker (either naturally or after addition
by genetic manipulation of the strain). In order to detect transfer of this MGE by conjugation
to recipient cells, these cells need to have a distinct antibiotic resistance phenotype. Prior to
molecular and transfer experiments, the resistance phenotypes of both donors and recipient

should be confirmed by susceptibility testing using standard protocols [19].

A convenient strain that can be used as recipient for mating assays is the S. suis P1/7 strain. The
genome of this strain has been completely sequenced (GenBank accession number:
NC 012925.1). This strain does not host any ICE and only two IMEs (one integrated in guaA
and one in a tRNALeu gene) [8, 20]and does not encode any bacteriocin production pathway.
Rifampicin-streptomycin derived mutants of this recipient strain can be selected using a

stepwise-selection method (see 3.1.1 part below).

3. Methods

3.1 Selection of suitable donor-recipient mating pairs

3.1.1 Tests of bacteriocin production by donor and recipient cells

The overlay method has been adapted from the one described by Fontaine et al. [21].

1. Inoculate donor and recipient strain(s) in a 5-mL tube containing BHI broth and incubate at

37°C until the beginning of the stationary phase (see Note 1).

2. Prepare serial ten-fold dilutions of the culture(s) in 0.9% NaCl solution. Add 30-100-150 puL

of 107 to 107 cells dilutions in 2-mL tubes. Pour molten soft-agar BHI until the tube is almost
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full, homogenize the samples by inversion, pour on non-selective small BHI agar plates (54
mm) and swirl the molten agar containing individual cells around for an even layer (see Note

2). When solidified, incubate plates at 37°C in anaerobic conditions overnight.
3. Select plates with 3-30 CFUs (Colony Forming Units).

4. Inoculate donor and recipient strain(s) in a 5S-mL tube containing BHI broth and incubate at

37°C until the beginning of the stationary phase (see Note 3).

5. Put 150 pL of recipient stationary phase culture(s) in 2-mL tubes. Pour molten soft-agar BHI
until the tube is almost full, homogenize the samples by inversion, pour on donor colonies
containing plates and swirl the molten agar containing high density culture around for an even
third layer. Pour molten soft-agar BHI mixed with donor strain(s) on recipient colonies
containing plates as described previously for the recipient layer on donor colonies (see Note 4).

When solidified, incubate plates at 37°C in anaerobic conditions.

6. After 10 h, analyze if inhibition zones are present around the middle agar layer colonies. If
one of the strains is producing a compound (most probably a bacteriocin) that is toxic for the
other strain, the donor-recipient pair cannot be used in mating assays. If the top layer is
homogenous or slightly affected by the colonies embedded in the middle agar layer, the donor-

recipient pair is suitable for doing mating assays.
3.1.2 Selection of rifampicin-streptomycin resistant recipient cells (optional)

1. Inoculate recipient strain(s) in a 50-mL tube containing BHI broth and incubate at 37°C

overnight (see Note 1).

2. Centrifuge 50-mL overnight culture 4,500 x g for 10 min and concentrate cells 100-fold in

BHI broth.

3. Prepare serial ten-fold dilutions of the stationary phase culture in 0.9% NaCl solution. Plate
150 pL of the concentrated cells suspension and 10° to 10 dilutions on three selective

(rifampicin 25, 50 and 100 mg/L) and non-selective BHI plates, respectively (see Note 5).
4. Incubate plates at 37°C in anaerobic conditions overnight.

5. Inoculate three rifampicin-resistant (Rif¥) colonies in three separate sterile tubes containing
1 mL of BHI selective broth (at the same rifampicin concentration) and incubate at 37°C

overnight. Store an aliquot of each culture at -80°C in BHI 15% (w/v) glycerol.
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6. Repeat steps 1 to 3 until obtaining clones on the plates with the highest antibiotic

concentration (see Note 6).

7. Repeat steps 1 to 6 with the three different Rif® clones by plating on selective plates
containing streptomycin (50, 100 and 250 mg/L). Store an aliquot of three different Rif® Str®
cultures at -80°C in BHI 15% (w/v) glycerol (see Note 7).

3.2 Detection of the MGE(s) and excision tests
3.2.1 Detection of the MGE(s) by PCR

1. Perform PCR under standard conditions i.e. 25 pL final volume, containing 1-100 ng of DNA
template, 2.5 U of Taq DNA polymerase, 1X buffer, 0.2 mM deoxynucleoside triphosphates
and 0.2 uM of each pair of primers. Pairs of primers are: (i) primers 1-2 (attLuce) and 3-4
(attRuce) in the case of a sole MGE (Figure 1A); or (ii) primers 1-2 (attLucer), 3-4 (junction
between MGEs) and 5-6 (attRucr2) in the case of elements in tandem (Figure 1B); or (iii)
primers 1-2 (attLuos:), 3-4 and 5-6 (junctions host-guest) and primers 7-8 (attRuos:) in the case

of nested elements (Figure 1C) (see Note 8).

To enable the detection of the MGE(s) in transconjugants (see 3.3.3 part below), it is necessary
to confirm the absence of the genetic element in recipient strain(s) (i.e. presence of an empty
attB site). Primers that are used to detect an empty at¢B site are: (i) 1-4 in the case of a sole
MGE (Figure 1A), or (ii) primers 1-6 in the case of elements in tandem (Figure 1B) or (iii)

primers 1-8 in the case of nested elements (Figure 1C).

2. Use standard PCR conditions for amplification: 5 min at 94 °C, followed by 35 cycles of
denaturation at 94 °C for 30 sec and annealing at 52 °C for 30 sec and extension at 72 °C for

90 sec, followed by a 10 min final extension step at 72 °C.

3. Analyze PCR products by electrophoresis in a 1.5% (w/v) agarose gel with Tris-borate-
EDTA (TBE) buffer, followed by staining with ethidium bromide (0.0001%) and visualization
under UV light.

3.2.2 Excision tests by PCR

1. Perform PCR under standard conditions as described above. Primers pairs are: (i) primers 2-
3 (attlyce) and primers 1-4 (attB) in the case of a sole MGE (Figure 1A); or (i1) primers 2-3
(attlvicer), 4-5 (attluce2) and 2-5 (attltandem) for attl sites, and primers 1-4, 3-6 and 1-6 for empty

sites in the case of elements in tandem (Figure 1B); or (iii) primers 2-7 (attlyces) and 4-5
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(attlGues:) for attl sites, and primers 3-6 and 1-8 for empty sites in the case of nested elements

(Figure 1C).
2. Use standard PCR conditions for amplification as described above.

3. Analyze PCR products by electrophoresis followed by staining as described above.
Amplification products for att/ (characteristic of a circular intermediate) and a#tB (empty site
following excision of the MGE) should be observed. PCR products should be purified on gel

and sequenced to confirm their specificity.

3.3 Transfer experiments

The mating assays method has been adapted from the one described by Bellanger et al. [22].
3.3.1 Mating assays between donors and recipients

1. Inoculate donor and recipient strain(s) in a 5-mL tube containing BHI broth and incubate

overnight at 37°C under antibiotic selective pressure (see Note 1).

2. Dilute 100-fold in 37°C-pre-warmed 50-mL BHI broth and incubate at 37°C until optical

density at 600 nm reaches 0.4.
3. Mix the donor and recipient strains at a 1:1 ratio (15-mL each) in a 50-mL Falcon tube.

4. Place a nitrocellulose membrane filter onto a soft-agar BHI 40-mL plate, dry 15 min. without

cover under a hood, and pre-warm in a 37°C incubator.

5. Centrifuge the strain cultures 4,500 x g forl0 min in a 37°C pre-warmed centrifuge and

concentrate cells 30-fold in BHI broth.

6. Spread 150 pL of mixture gently onto the filter with a Drigalski spreader and incubate at
37°C overnight.

7. Take the filter with sterilized tweezers, and displace it in a 50-mL Falcon tube containing 10

mL of 0.9% NaCl solution. Vortex 30 sec at maximum speed.

8. Prepare serial ten-fold dilutions of this cell suspension in 0.9% NaCl solution up to 10°

dilutions, vortex and change pipet tips at each dilution.

9. Plate 100 pL of the 10-fold concentrated, undiluted and diluted suspensions on BHI plates
supplemented with the suitable antibiotics, i.e. selective(s) marker “x” for MGE in donor (10

to 10 dilutions), selective(s) marker “y” for recipient (10 to 107 dilutions), and antibiotic “x”
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+ antibiotic “y” for transconjugant selection (10-fold concentrated, 10 and 107! dilutions) (see

Note 9).
10. Incubate plates at 37°C in anaerobic conditions during 24-48 h (see Notes 10 and 11).
3.3.2 Estimation of the frequency of transconjugant appearance.

We estimate the frequency of transconjugant appearance by calculating the end-point fraction
of transconjugants (ratio of CFU TC per donor cells or per recipient cells if the viability of the
donor cells has been affected during the mating experiment). Three biological replicates are
counted (each with three agar plate replicates). The drawback with this population density-
based method is that the measure will be a function of the initial population density, the initial
donor to recipient ratio and the duration of the mating experiment. Comparisons with other
assays carried in other experimental conditions where the growth rate of the strains differs are
not possible. In particular care should be taken when evaluating the effect of a treatment on
conjugation if this treatment affects the growth rate of the strains. Other methods based on
population dynamics take into account the initial population density and the mating population
growth rate and can distinguish transconjugants that appeared after horizontal transfer of the
MGE from those resulting from vertical transmission of the conjugative element [23, 24]. The
most recently described method [24] considers the differences in growth rates between strains
(donor, recipient and transconjugants) and the differences between transfer rates from initial
donors and from transconjugants (secondary transfer). In principle, these population dynamics-
based methods are not suitable for transfer occurring on solid matrix since they describe
conjugation by mass action kinetics thus assuming well-mixed populations. In addition, they
also assume that conjugation is not dependent on cell density and that there is no induction of

conjugation in stationary phase.
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3.3.3 Confirmation of transconjugants by PCR

1. Inoculate colonies of putative transconjugants in BHI medium supplemented with antibiotic
“x” (selective marker(s) for the MGE) + antibiotic “y” (selective marker(s) for recipient strain)
(see Note 9). As controls, inoculate a clone from plate with antibiotic “x” (donor) and a clone
from plate with antibiotic “y” (recipient) in BHI medium supplemented with the appropriate

antibiotic (see Note 12). Incubate overnight at 37°C.

2. Perform PCR under standard conditions (as described above) using 1 pL of the BHI liquid
culture as template and primers specific of attRuce for MGE(s) detection (as the sequence is
more conserved between strains) and primers described by Okura et al. [18] for typing of
capsular polysaccharide synthesis genes in S. suis (if donor and recipient strains do not belong

to the same serotype).
3. Use standard PCR conditions for amplification as described above.

4. Analyze the PCR products by electrophoresis as described in paragraph 3.2. An amplification
product characteristic of the recipient strain and a PCR product indicating the presence of the

MGE should be obtained for the transconjugants.
4. Notes

1. Do not shake the bacterial cultures and keep less than 1:10 empty volume in tubes.

2. Small petri plates (54 mm) need a small base layer of BHI agar medium (5-mL). The small
volume of molten soft-agar BHI (2-mL) is added to the bacterial dilution at a temperature just
above the point where the agar will solidify. A same experiment could be done with medium
petri dishes (83 mm) with 20-mL base BHI agar medium, 5-mL of molten-soft-agar BHI and
10-100 CFU.

3. If the cultures are left in stationary phase for too long, the cells form aggregates and the mat
formed will not be homogeneous, making it difficult to identify zones of growth inhibition. The

top layer should contain 10’ CFU of the indicator strain.

4. For the middle layer, the majority of colonies are embedded in the agar but few are on surface

and will be spread if the top layer is swirled too vigorously.

5. As the frequency of appearance of rpoB or rpsL mutants is about 10, make sure that the

density of cells, spread on selective plates, is sufficient.
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6. It is possible to obtain clones of S. suis resistant to a high concentration of rifampicin or

streptomycin using a single step.

7. Mutations in the 7poB and rpsL genes can impact the growth of the bacterial cells. Therefore,
it is necessary to stock 3 independent RifR-Strep® clones and estimate, with a competition
experiment against the parental strain, if the mutations strongly affect the growth [25]. Select

the clone with the optimal growth to be used as a recipient strain for mating assay experiments.

8. Primer design. Each attL and attR loci are targeted with a Forward and Reverse primers,
designed to produce an amplicon length between 500 and 1200 bp, with T, 52-60°C. Each
primer should generate an amplicon of length comprised between 500 and 1200 bp when

associated with the second primer (to detect the attB or att! site).

9. The selectivity of the plates can be tested with the cultures inoculated in step 1. Spot 10uL
of 100 and 107 cultures to ensure that the strains will grow properly due to their antibiotic
susceptibility/resistance, especially for antibiotic “x” + antibiotic “y” plates. For
transconjugants do not use more than three antibiotics in solid or liquid cultures at selective

concentrations.

10. After an incubation period of 48 h, the probability of false-positive transconjugants

Increases.

11. To prove that an MGE transfers autonomously by conjugation (i.e. is an ICE and did not
transfer by mobilization mediated by another conjugative element present in the donor)
supplementary transfer experiments need to be carried out using transconjugants as donor
(retransfer experiments). Suitable recipient cells with a different resistance pattern should be
used. Since it can be difficult to find suitable S. suis recipient strains due to the high prevalence
of multiresistance in this species, another species can be used (S. thermophilus for example

which has already been used successfully in mating experiments with S. suis [9]).

12. Clones can be inoculated in small volumes of selective BHI medium. i.e. in 96-wells plates

filled with a 200-uL volume (sufficient for PCR screening) to use less material.
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Annexe 5 : Analyse in silico et test expérimental de production de bactériocines

Production de
Souche AOI (Areas of Interest) identifiées avec BAGEL4 bactériocine

106 Nd -
109 Streptococcin A-FF22 Oui
150 Streptococcin A-FF22 -
277 Sactipeptides -
281 Sactipeptides, Nisin U -
430 BlpJ Oui
434 Nisin U, Lacticin Q, BlpU -
440 Nd -
443 Lacticin Q, Nisin U, BlpU -
450 Sactipeptides, Lactocillin, Lactococcin 972 (Lcn972), Nisin U -
488 BlpD -
545 Lactococcin 972 (Lcn972) -
548 Streptococcin  A-FF22 -
561 Nd -
568 Nd -
1027 Sactipeptides, Nisin U -
1034 LAPs -
1038 BlpU, Lacticin_Q, Nisin_U -
1102 BhtA1l -
1105 Lactococcin 972 (Lcn972), Streptococcin A-FF22 -
1108 Sactipeptides, LichenicidinVK21A1 (Lichenicidin A1), Nisin U -
1111 BlpM -
1218 Sactipeptides, Pneumolancidin -
1221 Sactipeptides, Nisin U, -
1222 Nisin U, Sactipeptides -
1285 Sactipeptides, Lactococcin 972 (Lcn972) -
1333 Lactococcin 972 (Lcn972), Salivaricin 9 -
1400 Streptococci.n_.A-FF22, Lanthipeptide_class_II, Lactococcin 972 (Lcn972),

Pneumolancidin, BlpJ, Lactococcin 972 (Lcn972) -
1452 Sactipeptides, Lanthipeptide class TV -
1476 Sactipeptides, Streptococcin  A-FF22 -
1477 Sactipeptides -
1492 Nd -
1503 Streptococcin  A-FF22 -
1509 Nd _
1527 Nd Oui
1531 Lactococcin 972 (Lcn972) -
1534 Sactipeptides, carnolysins -
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1537 Nd -
1540 Nd ]
1548 Nd _
1552 Carnolysins -
1557 Nd ]
1564 Sactipeptides -
1567 Nd ]
1575 Nd ]
1584 Streptococcin A-FF22 -
1595 Lactococcin 972 (Lcn972) -
1597 Lactococcin 972 (Lcn972) Oui
1600 Nd -
1601 Nd -
1607 Lacticin Q, BlpU, Nisin U -
NSUIB6 Streptococcin A-FF22 Oui
NSUIBS Streptococcin A-FF22 -

Souches de S. suis de la collection (n° souche en premicre colone), résultat d'analyse BAGEL4 avec nom de la bactériocine

prédite. La présence d'une zone d’inhibition de croissance de la souche indicatrice (permettant d’envisager une production de

bactériocines) sont surlignées en jaune et noté¢ Oui dans la derniére colone. Les «-» signalent les souches pour lesquelles il

n’y a pas de zone d’inhibition de croissance. Nd : Non déterminé.
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Annexe 6 Réaction PCR

Composition du mix (ul)

H,O

matrice ADN
Tampon
dNTP
amorce 01
amorce 02

dream taq

Cl

Ing/uL
10X
2,5 mM
20 mM
20 mM
1,25u

n=1

13,9

0,5
0,5
0,1

Annexe 10 Conditions de la PCR :

Etapes Tec Temps (min) n cycles
Dénaturation initiale 95 03:00 1
Dénaturation 95 00:30 34
Hybridation 52-55 00:30

Elongation 72 01:30

Elongation finale 72 05:00 1
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Annexe 7 : Liste des différentes amorces utilisées lors des tests d’excision et des vérifications

de transconjugants putatifs.

N°oligo

Nom oligo

Séquencedel'oligo(5'-3")

Taille

pb

34 ICENemrplL4 CATGCTGATAAATCAACAACT 21
886 86attINestF CTCCTATCACTGGGTAAA 18
864 SNF2_NSUI084 Rev ATTCTCATGGCTTCTACT 18
866 PPIso_NSUI086 Rev GGAAGCAAATCAGAATAAAG 20
875 TetO _NSUI084 Fwd CTATCACTGGGTAAATAACT 20
863 SerRec_NSUI084 Rev TGTCGGTGAATTACATATC 19
865 CDS_689 NSUI086 Fwd CCAGTTTCAAGATAGGATA 19
1581 SNF2_29F TGAAAAAGGTGGAACGGGTC 20
1361 IMEPPI_165_attRR AGAAAGGTCAATAGCGGAGAAG 22
327 tetO Fwd AACTTAGGCATTCTGGCTCAC 21
328 tetO Rev TCCCACTGTTCCATATCGTCA 21
1834 1492PPlattRR_2 CATACCCTCTATGAGCCTTTC 21
858 CDS_603_NSUI084 Fwd TTCATGTCTTTCTCCTAATC 20
859 CDS_604 NSUI084 Rev AACACTTCATGTCCAATC 18
866 PPIso_NSUI086 Rev GGAAGCAAATCAGAATAAAG 20
889 84NestLIMER GAAGAATGGGAAGTGATAC 19
865 CDS_689 NSUI086 Fwd CCAGTTTCAAGATAGGATA 19
863 SerRec_NSUI084 Rev TGTCGGTGAATTACATATC 19
878 CDS_739 NSUI032 Fwd GTGATGATTGTTCCTTCTTT 20
879 rumA_NSUI032 Rev TGATGCCTATTCAGGTATT 19
859 CDS_604 NSUI084 Rev AACACTTCATGTCCAATC 18
507 RplILF CTGAAGAAATCAAAGCTAAA 20
501 rpmGF GGTGAACGCTTGTACCTTACT 21
567 MEGA orf7 fwd CCAGAGCGTTACAGTCTATG 20
876 CDS_263 NSUI032 Fwd CGCAAACTGATTCACATAA 19
877 Ser_rec_ NSUI032 Rev AGACAACACACATAGAAGT 19
1842 ICEtRNALysattRR CCAAGGAATACGGAAATG 18
1843 ICEtRNALysattRF GTGTAGTTTGCGATGTAG 18
1844 ICEtRNALysattLR ACTACGCTCAACATCTAT 18
1845 ICEtRNALysattLF ACTTGGACCGTTTCTTCCT 19
1846 ICEmutTattLF GTAAGTCATAGGCCAAATC 19
1847 ICEmutTa#LR TTCAGGACTACAAGGATAG 19
1848 ICEmutTa#tRF CTAGATGAGTTGCTTTCTC 19
1849 ICEmutTa#RR ATGAATTGGTACAGGATAAG 20
1850 1534Tn5252ADPattLF CAAGGAGACGACATAGAA 18
1851 1534Tn5252ADPattLR CAAGGAGACGACATAGAA 18
1829 1492Tn5252attRF TTGTTGGTGGAGTTAATAG 19
1830 1492PPlattLR 2 GCACTCATAGACAAGATAC 19
1827 1492Tn1549attLR TAGCCAAGACAGGATTAG 18
1828 1492Tn1549attLF GGACGGAGATAAGGTATT 18
1837 1531Tn1549attRF AGCGTTATCGTGCAGATTTA 20
1852 1534Tn5252ADPattRR ACCTGGAATGGATGTATG 18
1859 TnGBS2attLF CGGTTTATTAGGTGTTCTT 19
1857 TnGBS2attRF GGCTGATACAAGGAATAAA 19
1856 TnGBS2attRR TCTTCAATACGATCCAATAC 20
1858 TnGBS2attLR GGGACTGAGTGTATGTAT 18
1831 1492PPlattLF 2 CTCTCAGCCACATCTAA 17
1838 1531IMEGuaAattLF GCATGGAAACCAGATTAG 18
1839 1531IMEGuaAattLR CTCAAATAGGACTTGGTAAA 20
1840 1531IMEGuaAattRF GATACCAGGCAATCAATTA 19
1841 1531IMEGuaAattRR GTGTCATGGGTGAAATCAC 19
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1389 IMEPPI_165_attLF CCCAGCTTCAGCACGATTAT 20
1835 1531Tn1549attLF TGCTCTTTCCCAATCACTCA 20
1836 1531Tn1549attLR CTCATATCCAAGCCTAAAG 19
1861 1492Tn1549attRR ACTTAGGCCAGAGAATAC 18
1862 1492Tn1549attRF GAAAGTTATGCACCTAGAC 19
1580 SNF2_84F TGAAAAAGGTGGAACAGGAT 20
1505 ermBmut165_2 TGAGTACTTTTTCACTCGTTAA 22
1412 DeltaRel IMESNEF2 2 ATGAAGAAACAGGATTTTAAGGTGT 25
488 T93 1475_1 rev AGTACGCAGATACAAATGC 19
876 CDS_263 NSUI032 Fwd CGCAAACTGATTCACATAA 19
2237 1285XRELF GATGACTTAGCAGAGAAACTCT 22
2238 1285XRELR GTTATAGAAACGACAACCTATTCTA 25
2239 1285XRERF GGAACAGGAAGTGGAAATC 19
2240 1285XRERR CCGACGTTTGGATCAATAG 19
2279 4407n5252mutTLF AAGGGCTGCATAATCCCC 18
2280 4407n5252mutTLR GGAACATGAGTCTAGTTCCAATC 23
2281 4887n5252mutTLF CAAGTACATGGGAGGTTAGA 20
2282 4887n5252mutTLR CGTGACGATGAAACGAAAG 19
2283 4887n5252mutTRF GTCGGATAGATAGAATAGAAGAGGC 25
2284 548Tn916 LF CGGCTAACTGTCTTATCAAG 20
2285 548Tn916 LR CTCACAGTACAAGCCACTCTCTAAT 25
2286 548Tn916 RF CCACACATCACTCCACATAG 20
2287 548Tn916 RR GGACGAACCTTGATTAGAC 19
2288 568Tn5252muTRF ACCTTGACCTGATAACCG 18
2289 5687n5252muTRR GGAGTTGATGGAGTCAGAA 19
2234 450TnrumA_F GCTAGAGAAAGCTGAGAGAAA 21
2235 1034TnmutT_LF CGATAATGGTCAGTAGGATCC 21
2236 1034TnmutT_RR GGTCAGCAGGTATTAGTTCA 20
2321 1285_tRNALysattRR CCCAGAAGCAACTAAGTTAGAA 22
2322 1285_tRNALysattRF TTAGAGAACTGTTGAATACTGGA 23
2323 1285_tRNALysattLF AAAGTCAAACCGCAATAAACA 21
2324 1285_tRNALysattLR CTCTTATCCAGCCCTAAAGA 20
2333 1531guaANestl ACAGATTCGCTTTGATAAGC 20
2334 1531guaANest2 CGACTGGTATTCGAGTTAATG 21
2335 1531guaANest3 CGAAACAACGAACTGAATAAAGA 23
2336 1531guaANest4 TGCAGAGACAATCAAATCTCA 21
768 cse CTGTAGTAGCAGAATCTAAC 20
769 cse GCACTAGCAATCCAGTCTT 19
511 ITS TTGTACACACCGCCCGTCA 19

881 ITS AGCTACTTAGATGTTTCAGTTC 30
1915 okuraS2_F TCAAAATACGCACCTAAGGC 20
1916 okuraS2_R CACTCACCTGCCCCAAGAC 19
1942 okuraS9_R1 GGACCAACAATGGCCATCTC 20
1943 okuraS9_F2 GACGCACCAAGTGATATGCC 20
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Abstract

The increase in bacterial resistance to antibiotics is a major public health issue. This
phenomenon is part of the "One Health" approach, which interconnects human, animal and
environmental health. In this context, the study of Streptococcus suis, an animal pathogenic and
zoonotic bacterium with a high rate of resistance to certain antibiotics, is particularly relevant.
Indeed, certain serotypes are regularly responsible for fatal epidemics in Asia. In Europe, S. suis
causes major economic losses on pig farms and sporadic human infections. Analysis of North
American and Asian strains has revealed that the genes involved in antibiotic resistance are
located on mobile genetic elements (MGEs), particularly on ICEs and IMEs, which are
integrated into the host bacterial genome but, after excision, can be transferred via a conjugation
pore. ICEs are autonomous and can act as "helper" elements by transferring non-autonomous
elements: IME. The presence of antibiotic resistance genes on such elements represents a major
risk of propagation, but these EGMs are still under-researched due to their complex
identification. In France, antibiotic resistance in bacteria isolated from sick animals (including
S. suis in pigs) is monitored by the Résapath network. To complement these data, the aim of
my thesis was to determine the level of antibiotic resistance within a more diversified collection
of S. suis strains, to study the genomic location of the genes responsible for this resistance and

thus assess the risk of dissemination.

Our approach was to: (1) compile a collection of 200 strains representative of those present in
mainland France, according to their : serotypes, sites of isolation, enabling us to define three
pathotypes (pathogenic, non-clinical and respiratory), period of isolation (before or after the
EcoAntibio plan), host (pigs, humans, wild boar) and geographical regions of isolation (half in
Brittany, a region with a high density of livestock); (2) perform antibiograms of strains against
22 antibiotics used in veterinary and/or human medicine; (3) sequence 102 selected strains
according to their resistance profiles; (4) assemble and annotate genomes, then locate antibiotic

resistance, virulence and competence genes, as well as ICEs and IMEs.

Our analyses showed that 86% of strains were resistant to at least one antibiotic, with a low rate
of resistance to fluoroquinolones, penicillins, pleuromutilin and diaminopyrimidine-
sulfonamides, and a very high rate for macrolides-lincosamides and tetracycline. Multidrug
resistance profiles were observed in 138 strains, in line with European data. The search for

antibiotic resistance genes in S. suis genomes revealed a decrease in their frequency in strains
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isolated after the EcoAntibio Plan, and a statistically higher number of antibiotic resistance
genes in non-clinical strains. What's more, most of these genes (n=217) are located on
ICE/IMEs. More than half the strains carry an IME containing tetracycline and macrolide-
lincosamide resistance genes, inserted in a Tn5252 ICE family. Thus, S. suis probably has a
high potential for spreading antibiotic resistance genes. Penicillin resistance accounted for 5%
of the collection analyzed. Any spread of this resistance would be a cause for concern, given
the importance of B-lactamines in the treatment of S. suis infections in both veterinary and
human medicine. Our results are complementary to those of the Résapath network, and
demonstrate the value of studying strains of serotypes less frequently implicated in pathological

cases or carriage strains, in order to improve monitoring of antibiotic resistance in France.

Keywords: Streptococcus suis, antibiotic resistance, pathogen, horizontal gene transfer,

integrative conjugative element, ICE, integrative mobilizable element, IME.
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Résume grand public :

La lutte contre la dissémination de la résistance bactérienne aux antibiotiques est
emblématique de 1’approche « One Health », illustrant 1’interconnexion des santés humaine,
animale et environnementale. Ma thése a pour objet 1’é¢tude de 1’antibiorésistance de
Streptococcus suis et des génes impliqués. En Asie, cette bactérie pathogéne pour le porc est
régulicrement responsable d’épidémies mortelles pour I’Homme. En Europe, elle cause
d’importantes pertes économiques dans les élevages porcins et des infections humaines
sporadiques post-contacts avec des sangliers ou des porcs d’élevage. Mes travaux ont permis
d’établir un état des licux du niveau d’antibiorésistance de 200 souches bactériennes frangaises
isolées de cas humains ou d’animaux malades ou porteurs sains. Le séquencage et I’analyse de
102 génomes a permis de localiser de trés nombreux genes d’antibiorésistance sur des régions

mobiles indiquant le potentiel de S. suis dans la propagation de ces génes.

Mots clés : Streptococcus suis, résistance aux antibiotiques, pathogeéne, transfert horizontal de

genes, ¢lément intégratif conjugatif, ICE, ¢lément intégratif mobilisable, IME.

Abstract

The fight against the spread of bacterial resistance to antibiotics is emblematic of the "One
Health" approach, illustrating the interconnection between human, animal and environmental
health. The aim of my thesis is to study antibiotic resistance in Streptococcus suis and the genes
involved. In Asia, this bacterium, pathogenic to pigs, is regularly responsible for fatal epidemics
in humans. In Europe, it causes major economic losses on pig farms and sporadic human
infections following contact with wild boar or farmed pigs. My work has enabled me to draw
up an inventory of the level of antibiotic resistance of 200 French bacterial strains isolated from
human cases or from sick animals or healthy carriers. Sequencing and analysis of 102 genomes
has made it possible to locate a large number of antibiotic resistance genes in mobile regions,

indicating the potential of S. suis to spread these genes.

Keywords: Streptococcus suis, antibiotic resistance, pathogen, horizontal gene transfer,

integrative conjugative element, ICE, integrative mobilizable element, IME.
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Résumé

L’augmentation de la résistance bactérienne aux antibiotiques (Ab) est un enjeu majeur de santé
publique. Ce phénomeéne s’inscrit dans 1’approche « One Health » qui interconnecte les santés humaines,
animale et environnementale. Dans ce cadre, 1’étude de Streptococcus suis, une bactérie pathogene et
zoonotique avec un fort taux de résistance a certains Ab est particuli¢rement pertinente. En effet, certains
sérotypes sont régulierement responsables d’épidémies mortelles pour I’Homme en Asie. En Europe,
S. suis cause d’importantes pertes économiques dans les élevages porcins et des infections humaines
sporadiques. L analyse de souches d’Amérique du Nord et d’Asie ont mis en évidence une localisation
des geénes impliqués dans 1’antibiorésistance (AbR) sur des éléments génétiques mobiles (EGM),
particuliérement sur des ICE et IME, ¢léments qui sont intégrés au génome bactérien hote mais, apres
excision, transférables via un pore de conjugaison. Les ICE sont autonomes et peuvent jouer le role
d’¢élément "helper" en transférant des éléments non autonomes : les IME. La présence de génes d’AbR
sur de tels éléments constitue un risque important de propagation, mais ces EGM sont encore trés peu
¢tudiés en raison de leur identification complexe. En France, la surveillance de I’AbR des bactéries
isolées chez les animaux malades (dont S. suis chez le porc) est assurée par le réseau Résapath. En
complément de ces données, 1’objectif de ma thése était de déterminer le niveau de résistance aux Ab
au sein d’une collection plus diversifiée de souches de S. suis, d’étudier la localisation génomique des
genes responsables de ces résistances et d’évaluer ainsi le risque de dissémination.

Notre approche a été de : (1) constituer une collection de 200 souches représentatives de celles
présentes en France métropolitaine selon leurs : sérotypes, sites d’isolement permettant de définir trois
pathotypes (pathogéne, non-clinique et respiratoire), période d’isolement (antérieure ou postérieure au
plan EcoAntibio), hote (porcs, Homme, sanglier) et régions géographiques d’isolement (la moitié¢ en
Bretagne, région de forte densité d’élevages) ; (2) réaliser les antibiogrammes des souches vis-a-vis de
22 Ab, utilisés en médecine vétérinaire et/ou humaine ; (3) séquencer 102 souches sélectionnées en
fonction de leurs profils de résistance ; (4) assembler, annoter les génomes puis localiser les génes
d’AbR, de virulence et de compétence ainsi que les ICE et les IME.

Nos analyses ont montré que 86% des souches étaient résistantes a au moins un Ab avec un
faible taux de résistance aux fluoroquinolones, aux pénicillines, a la pleuromutiline et aux
diaminopyrimidine-sulfamides, et un taux trés élevé pour les macrolides-lincosamides et la tétracycline.
Des profils de multirésistance ont été observés dans 138 souches, en cohérence avec les données
européennes. La recherche des genes d’AbR dans les génomes de S. suis a mis en évidence une
diminution de leurs fréquences chez les souches isolées post-Plan EcoAntibio et un nombre
statistiquement plus élevé de génes d’AbR chez les souches non-cliniques. De plus ces génes (n=217)
sont majoritairement localisés sur des ICE/IME. Plus de la moitié des souches porte un IME, contenant
des génes de résistance a la tétracycline et aux macrolides-lincosamides, inséré dans un ICE de la famille
Tn5252. Ainsi, S. suis possede probablement un potentiel élevé de propagation des génes d’AbR.

La résistance aux pénicillines concernait 5% de la collection analysée. Une éventuelle diffusion
de cette résistance serait préoccupante en raison de I’importance des f-lactamines dans le traitement des
infections a S. suis, tant en médecine vétérinaire qu’en médecine humaine. Nos résultats sont
complémentaires de ceux du réseau Résapath et démontrent 1’intérét d’étudier des souches de sérotypes
moins fréquemment impliqués dans des cas pathologiques ou des souches de portage afin d’améliorer
le suivi de I’antibiorésistance en France.

Mots clés : Streptococcus suis, résistance aux antibiotiques, pathogéne, transfert horizontal de génes,
¢lément intégratif conjugatif, ICE, élément intégratif mobilisable, IME.
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Résumé

L’augmentation de la résistance bactérienne aux antibiotiques (Ab) est un enjeu majeur
de santé publique. Ce phénoméne s’inscrit dans I’approche « One Health » qui interconnecte
les santés humaine, animale et environnementale. Dans ce cadre, I’étude de Streptococcus suis,
une bactérie pathogeéne et zoonotique avec un fort taux de résistance a certains Ab est
particulierement pertinente. En effet, certains sérotypes sont réguliérement responsables
d’épidémies mortelles pour I’Homme en Asie. En Europe, S. suis cause d’importantes pertes
¢conomiques dans les €élevages porcins et des infections humaines sporadiques. L’analyse de
souches d’Amérique du Nord et d’Asie ont mis en évidence une localisation des geénes
impliqués dans D’antibiorésistance (AbR) sur des éléments génétiques mobiles (EGM),
particulierement sur des ICE et IME, éléments qui sont intégrés au génome bactérien hote mais,
apres excision, transférables via un pore de conjugaison. Les ICE sont autonomes et peuvent
jouer le role d’élément "helper" en transférant des éléments non autonomes : les IME. La
présence de genes d’AbR sur de tels éléments constitue un risque important de propagation,
mais ces EGM sont encore trés peu étudiés en raison de leur identification complexe. En France,
la surveillance de I’AbR des bactéries isolées chez les animaux malades (dont S. suis chez le
porc) est assurée par le réseau Résapath. En complément de ces données, 1’objectif de ma these
¢tait de déterminer le niveau de résistance aux Ab au sein d’une collection plus diversifiée de
souches de S. suis, d’étudier la localisation génomique des geénes responsables de ces
résistances et d’évaluer ainsi le risque de dissémination.

Notre approche a été de : (1) constituer une collection de 200 souches représentatives
de celles présentes en France métropolitaine selon leurs : sérotypes, sites d’isolement
permettant de définir trois pathotypes (pathogéne, non-clinique et respiratoire), période
d’isolement (antérieure ou postérieure au plan EcoAntibio), hote (porcs, Homme, sanglier) et
régions géographiques d’isolement (la moitié¢ en Bretagne, région de forte densité d’élevages) ;
(2) réaliser les antibiogrammes des souches vis-a-vis de 22 Ab, utilisés en médecine vétérinaire
et/ou humaine ; (3) séquencer 102 souches sélectionnées en fonction de leurs profils de
résistance ; (4) assembler, annoter les génomes puis localiser les génes d’AbR, de virulence et
de compétence ainsi que les ICE et les IME.

Nos analyses ont montré que 86% des souches étaient résistantes a au moins un Ab avec
un faible taux de résistance aux fluoroquinolones, aux pénicillines, a la pleuromutiline et aux
diaminopyrimidine-sulfamides, et un taux trés élevé pour les macrolides-lincosamides et la
tétracycline. Des profils de multirésistance ont été observés dans 138 souches, en cohérence
avec les données européennes. La recherche des génes d’AbR dans les génomes de S. suis a
mis en évidence une diminution de leurs fréquences chez les souches isolées post-Plan
EcoAntibio et un nombre statistiquement plus élevé de geénes d’AbR chez les souches non-
cliniques. De plus ces génes (n=217) sont majoritairement localisés sur des ICE/IME. Plus de
la moitié des souches porte un IME, contenant des génes de résistance a la tétracycline et aux
macrolides-lincosamides, inséré dans un ICE de la famille Tn5252. Ainsi, S. suis possede
probablement un potentiel élevé de propagation des génes d’ AbR.

La résistance aux pénicillines concernait 5% de la collection analysée. Une éventuelle
diffusion de cette résistance serait préoccupante en raison de I’importance des [/-lactamines
dans le traitement des infections a S. suis, tant en médecine vétérinaire qu’en médecine
humaine. Nos résultats sont complémentaires de ceux du réseau Résapath et démontrent
I’intérét d’étudier des souches de sérotypes moins fréquemment impliqués dans des cas
pathologiques ou des souches de portage afin d’améliorer le suivi de I’antibiorésistance en
France.

Mots clés : Streptococcus suis, résistance aux antibiotiques, pathogéne, transfert horizontale de
gene, ¢lément intégratif conjugatif, ICE, élément intégratif mobilisable, IME.
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