N

N

Réseaux de régulation et éléments intégratifs et
conjugatifs de la famille TnGBS dans ’adaptation de
Streptococcus agalactiae
Violette da Cunha

» To cite this version:

Violette da Cunha. Réseaux de régulation et éléments intégratifs et conjugatifs de la famille TnGBS
dans 'adaptation de Streptococcus agalactiae. Biologie cellulaire. Université Pierre et Marie Curie -
Paris VI, 2012. Francais. NNT': 2012PA066014 . tel-00828193

HAL Id: tel-00828193
https://theses.hal.science/tel-00828193v1
Submitted on 30 May 2013

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00828193v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

UPMmcC

AAA1 PARIS

THESE DE DOCTORAT DE
L'UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE

Spécialité

Ecole Doctorale Complexité du Vivant

Présentée par
M'. DA CUNHA Violette
Pour obtenir le grade de
DOCTEUR de I'UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE

Sujet de la thése :

Réseaux de régulation et éléments intégratifs et conjugatifs de la famille
TnGBS dans l'adaptation de Streptococcus agalactiae

soutenue le 8 Mars 2012

devant le jury composé de :

M. DUJON Bernard Directeur du jury
Mme. PETIT Marie-Agnes Rapporteur

M. DEUTSCHER Josef Rapporteur
Mme. COCAIGN-BOUSQUET Muriel Examinateur

M. LECLERCQ Roland Examinateur

M. GLASER Philippe Directeur de these












Sommaire

1. INTRODUCTION.....iitttiiitineiiittnniettneiiitnsismessiosmessssressssssessssssesssessessssstessssssssssssssssssssssssssssnssssssnssssssnssssssnnsns 11
I. 8. AGALACTIAE AU SEIN DU GENRE STREPTOCOQUE .....ccccoiiiiirnreeiieiciinnnneeeeessssssnnsesessssssssssnnnes 12
A. S. AGALACTIAE EST UNE BACTERIE PATHOGENE OPPORTUNISTE POUR L'HOMME ET L'ANIMAL. ....ccovvuveeernnnenn. 14

1. Une bactérie pathogene de I'MOMME. ...........cc.cceueeceieeieesiiesieesee st ettt ettt stt st sieesbeaneeans 14

2. UNE DACEII® COMMENSQIE ..ottt e e e et e e e et e et e e e et e e e e aaaeestsaseessaaesatsnaan 16

T o I (V] 5 (=R ole Y Lag/=2N Yo [o [o ] o Lo 1 [ [0SR 17

4. Une bactérie pathogene chez I'animal..................cccoccouvviriiriiniiniiiiniis sttt 19

II. LA DIVERSITE DES POPULATIONS ... it tiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinisinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 21
A.  DIFFERENTES APPROCHES POUR LE TYPAGE DE S. AGALACTIAE ...cetetteiuuuttteeeesaatirteeeeaaanteseeeeesaan eeesanmnsseeeesesansnnneeessannnnnes 21

B.  LES APPORTS DU TYPAGE SUR L'ETUDE DE LA DIVERSITE ..eeuvtetteeteesuteesuseesueeesssesseesuseess sureessseesseesnseessseessessseessseessseens 23
II1. LES FACTEURS DE VIRULENCE ......cccitiiittttiiiiiiinnneeeiiiiissssnnesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsasssssns 25
A. LES DIFFERENTES ETAPES DE L'INFECTION ......uuutteiittteeettteessseeeessseeessssesessssssessasssessssssessssssssssssesssnssssesnssessanses 25

1. Adhésion et colonisation des cellules PitheliAles ................ccueeeeueeeeeeeeeeiiee et eeieeeesea e 25

2. Invasion et traversée des Darrieres de 'ROLE.............ccccueeeeeeeeeeeieeeeee e ee e sta s tta s eeeaa e s saeeas 26

3. Evasion et échappement aux mécanismes de défenses de 'NOte.............ccoueeeveeeeecieeeeciieeeeciiieeeecveeeenn, 27

B. LES FACTEURS DE VIRULENCE CARACTERISES CHEZ S. AGALACTIAE ....cvveiivieitieesireeereesireeeseesaseessnesssnneeseeas 28

1. Les facteurs de Virulence NON PrOtEIGUES...........cc..ueeecueeeeieeeeeieeeeee et e e et e e e et e e st aeeessaeeessaeesareaaans 29

LS SEIUCLUIES PrOTEIQUES .......vvveeeeeieeeeieeeeeteeeeteeese e ettt e e et e e st a e ettt e e s esstaeesassaasansasesssssaesassaassnsseasnnns 35

3o LOPEION CY ettt e e e e ettt e e et e e et e e ettt e e ittt e eattaaeatreeeersnns 41

Iv. S. AGALACTIAE UNE BACTERIE RICHE EN SYSTEMES DE REGULATION.....cccceeeeeeiivunneennnnn. 42
A LES SYSTEMES A DEUX COMPOSANTS ....ceteeeeuutttteeeesaautuneeeeesaauntseeeessaas aesasansseseeessaansseeeeessannnsseeeeessannseneeesbnneeessannnnneee 44

1 COVRS ettt ettt e e a et e ettt e ittt h et e et e et ettt et e et e ntee e et 44

2 DIERS ettt ettt ettt ettt ettt ettt a e et e ate ettt et e et e at e et e e te e e abeeante e ttenatereean 46

3 (0170721 ST RUPTPPPTPPPTPPPRIOE 47

4 RgfBDAC ("Regulatory of Fibrinogen Binding") .............oocueeeeeueeeeeiee e et et e e eeaaaeseaa e 49

B.  LES REGULATEURS SIMPLE (STAND ALONE) ..uveeiuveesuueeueeeseesseessseessseasesasses saesseesssesssssesessnssesssessssesssessnsessnseessesseesnnes 50

1. RovSetles régulateurs de 1a famille RGQ..........ccueeoeueeeeceeeeeeeee e ee e e stte e e e e e sreaestraa e 50

2 Lo o 1> S OO 51

C ADAPTATION A DIFFERENTS ENVIRONNEMENTS: ETUDES TRANSCRIPTOMIQUES......ceeeteeiuurrereeeesaniireeeeesannrnnreeeeaseeesssannnnes 52

V. ELEMENTS GENETIQUES MOBILES (EGMS) ET EVOLUTION DU GENOME CHEZ S. AGALACTIAE.........ccccceeeun. 54
A.  STRUCTURE COMPOSITE DU GENOME DE S. AGALACTIAE ....uuutttteeeesaiiereeeeeasantereeesseannreeee eneeeeesaaanneneeeeseasnnseneeessaannnnene 54

B.  LES ICES DES EGIMIS PARTICULIERS ...veeuteesureesseasaeesseessseessseassaeassessesseesssesssssansesansessnsesssssensessnsesssesss saseesssessssesnsens 55

C.  MOBILITE DES ICES PAR CONJUGAISON ...uvteutreentreeuseesuseesssesseessseessseesssessesssesssessnsessssessssessssssnsessnsessssesssseenssnsesnsessnne 56

1. Description du processus de CONJUGQISON ..........eeeruueereersieisieesie ettt et ste st e e sne e 56

2. L@ SPECLIE U@ LIANSIEIT ....veeeeeeeeeee ettt et e ettt e et e e et st e e ettt e e et aa e e tseeeatsaeeenssaeesssenaas 63

3. IMMUNIEE A€ CONJUGQUSON ...ttt sttt ettt ettt e e s e e nanees 63

4. Régulation du processus de CONJUGQISON ............cccveeeesueeesiieeeetieeeeiteeeesteeaesseeeaseestesesstssaeastseeeesssssensseas 64

7 {1 U 70 1 69



S LA LN R

RESEAUX DE REGULATION ASSOCIES AUX COMPOSANTS DE LA PAROI ......uuuuumiiiiiiiiiinnnnnneniinsnneneneeeennnnne. 69

IMIATERIELS ET METHODES .1t uvveeuteeeuteeeuseessseessseensesssseessseesassseessseessessnsesansesssseessssensessnsessnsesss snseesssessssesssessnseesssessns
Construction des mutants insertionnels des génes ItaS et gbs1493
ANQIYSES trANSCIIDTOMUGUES ......oceeeeieeee ettt e et e e e e ettt a e taae e e e e e e s e aaaeesesssssaaaeeessnssenes
Classification des genes (CIUSLEIING)..........uueeeeueeeseeeeet e e eeteeette e et a e s e e sttaeeastaaesssaeesasaseessseaennnes

RECNEICNE GO IMOLIFS ...ttt e et e e e ettt e e e et e e e ettt a e e e easssaaaaeeesetssasaaeeasisses

L e L= Lo e K 1 - 72

Analyse des données d'identification des sites d'initiation de la transcription (TSS)........cccceeeeevvueeeccrveenn. 73
RESULTATS ET DISCUSSIONS. .. vtteuttesutteeuteesuseesutesseessseessseesusseesuseesssessseessseessseesssesnssesnsessnseessseseessseessessseeensaesnseesns 73
1. Effet sur le profil d'expression de perturbations touchant des structures non protéiques de la paroi

o0 ] Tole [ 1o T I A ) SN

2. Réseaux de régulation impliquant des régulateurs de type RofA (publication n°2) ....

3. Analyse combinée de I'ensemble des données de tranSCriptoOme.............cccueeecvveeecviesciieeesieiieeeeiieeesnnns
Il. ETUDE D’UNE NOUVELLE FAMILLE D’ICE, LES TNGBS ......ccceciiiiiiiiiiiiieieiceeeeeeeeeeseeseeeessssesssssssssssssssssssssssssanns 116

+ MIATERIELS ET IVIETHODES ...cutteuteeutteettesuteesiteesteesabeeeasee st saseesuteesseesaseesaseesaseesasesabeesabeesaseebebeessbeenaeesabaesnneennseas

. CUIEUIE 0BS SOUCRES ..ottt e e e et e et e e st e e sttt e e aatteesnasnaesaseeeas

2. CONSEIUCTION AES MULANTS.....eeeiieeiieesiieeeee ettt ettt ettt et e e st et e et e e seesteenaneeees

3. EXPEriences de CONJUGQISON ..........cc.veeeecueeeeeeeeeeeeeeeeeeee e etee e ettt e e ettt e et e e e e e e et e e e et e e eessaaesseaeeassaseesnes

4.  Extraction et analyse bioinformatique des séquences

5. Effet de la mitomycine sur la production de la forme circulaire

L Yoy )V 1 =B [V oY e Lo L =10l SR

o RESULTATS ET DISCUSSION ..utvteutvesureesureesuueenseeanseessseessseessesssessessnsesssseesssessssssnsessnseesssessssesnsesan snsessnsesssessnseensessnses

1.  Les TnGBS, une nouvelle famille d'ICE (publication n°3)

2. Analyse comparative de la diversité des ICEs de la familleTnGBS (publication n°4 et 5)

3. Données complémentaires de I'étude de la diversité des ICEs de la familleTnGBS............c.cccccveeeverveenn.

4.  Analyse du processus de conjugaison de TNGBS2 et SQ réquIALtION................cccveeeevivveeeiiieeseesiieeesieeeenns

5. Gbs1141, Gbs1147 et le promoteur Py, trois éléments pouvant intervenir dans la régulation du processus

Lo L= ote TV o o] Yo T B PPUPUTS 141
DISCUSSION ET PERSPECTIVES.......uuuuittiiiiiiiiiinertiiiiiiisssneeeeisssssssssessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssessssssssssnnsssssssss 146
3. BIBLIOGRAPHIE.......cccevreettiiiiiiisnneeesssssisssssnneessssssssssnsessssssssssssssesssssssssssnsnsesssssssssssnsesssssssssssnsessssssssssnnnnans 152
L 11120 N 183



Liste des Figures

Figure 1. Arbre phylogénétique du gene recN réalisé sur 65 especes du genre streptocoque..... 13
Figure 2 : Evolution de l’incidence des infections néonatales a streptocoques du groupe B en
France de 1997 a 2006 (¥éS€au EPIDAC) .............ccooooueeieeiiiiaiiieieeeeee e 18

Figure 3 : Visualisation par eBURST des complexes clonaux reflétant la diversité au sein de la

population de S. AQALACIIAE. .................c..cccooiiiiiiiiiiiiii ettt 23
Figure 4 : Paroi de S. QQALACLIAE.....................cccooeeeuiiaiiiieieeeceeee e 29
Figure 5: Comparaison et organisation du [0CUS CAPSUIAITE ..................cccueevceeiiieiaiiieaiieeaiienn, 30
Figure 6. Structure de I'Gntigene B.................ccceoioiiiiiiiiiiieeecie et 31
Figure 7 : Structure et D-alanylation du LTA..............c...ccccoooviieeiiieiiieeeiie e 34

Figure 8: Organisation du locus secA2 dans les souches NEM316 et COHI de S. agalactiae. .. 39

Figure 9 : Loci pili chez NEM316...........coouiiiiiiiiiiiiee ettt 40
Figure 10: Organisation de l'opéron cyl chez S. agalactiae....................ccocoocivvinoiiniiocniinnnn. 42
Figure 11: Les systemes a deux composants et voies de transduction du signal.......................... 43
Figure 12 : Organisation de [’opéron dlt au sein du genre streptocoque ....................c.cccocuenn.. 46
Figure 13 : Structure secondaire et localisation de csRNA chez S. agalactiae............................. 49
Figure 14: Différentes étapes du processus de conjugaison des ICEs. ..............cccccccvevvvvennnnnn. 57

Figure 15 : Composants de |’appareil de transfert des plasmides pCF10 et pIP501 et des deux
ICES ICEBSI @ TROIO. ...ttt 60
Figure 16: Effet des différentes concentrations de colistine sur la croissance de la souche
INEMB IO ..ottt e et ettt
Figure 17 Effets de doses sub-inhibitrices de colistine sur la croissance de la souche NEM316.80
Figure 18: Photographie en microscopie optique du mutant insertionnel de l'antigene B et de la
souche sauvage. Le mutant insertionnel du gene gbs1493 correspond a l'image A, et la souche

NEM316 sauvage correspond @ l'TMAZe Bh. ................ccccoeeiieiiieeiiieeiie e 88
Figure 19: Modele d'action de Rga au sein des réseaux de régulation de S. agalactiae ............. 91
Figure 20: Région promotrice des genes divergents Srrl €t 1@a .............ccceevceeeeceeeenieeeeiineninnnns 92
Figure 21: Classification hiérarchique de 636 ZENes. ...............ccccceuveioieniiciiniieiiienieeeee 101
Figure 22: Le cluster COVR. ............cccocioiiiiiiiiiiiii ettt 103
Figure 23: Les clusters CiaRH, Rga, HrcA, GInR, GntR et ReX...........ccccceevvuiaiiieniiaiaiieaen. 105
Figure 24: Les clusters 7, 24 €t L1 .........cccoooiiiiiiiiiiii ittt 111
Figure 25: CIUSTErs 9 €1 22. .......cc.cociiiiiiiiiiiiiee ettt 112
Figure 26: Expression des genes de TnGBS2, analysée par microarrays, dans NEM316........ 129
Figure 27: Alignement des protéines apparentées @ GbSI141 ...........ccccooovvevevienciiaiieaaieannen. 130
Figure 28: Localisations des sites d'initiation de la transcription identifiés pour TnGBS| et
TRGBS2 ...t 132
Figure 29: Localisation des petits ARNs non codants potentiels de TnGBSI et de TnGBS?2 ..... 133
Figure 30: Alignement de la région localisée entre I'IR droite et la transposase et contenant deux
PELitS ARNS NOT COAAMNES. ............oooeviiieiiieeiiieeeee et et 135
Figure 31: P un promoteur également conservé dans les IRs des ISs, et des ICEs apparentés a
TRGBS2. ..o et 137
Figure 32: Immunité de conjugaison de TNGBS2 .............cccooooiiiiiieiiiieeie e 140

7



Figure 33: Orientation des promoteurs formés par les IRs dans les constructions P et Pinv



Liste des Tables

Tableau 1: Etudes MLST publiées et origines géographiques des souches...................ccc..c...... 22
Tableau 2: Liste des régulateurs transcriptionnels de la souche NEM316 de S. agalactiae........ 44
Tableau 3: Liste des analyses transcriptomiques réalisées dans S. agalactiae............................. 53
Tableau 4: Les différentes étapes du processus de conjugaison de pAD1 et pCF10 ainsi que les

protéines impliquées dans ces différentes €tapes. ...............ccccccouvcvivieiiiiiiieiiieiieee e 68
Tableau 5: Liste des oligonucléotides utilisés pour la premiere partie de la these...................... 70

Tableau 6: Genes différentiellement exprimés en conditions d'adaptation a l'ajout de colistine. 83
Tableau 7: Ratio observe pour les genes du locus pilus PI-2a, srri, rogB, rga, et gbs1605-06

dans les analyses transcriptomiques des mutants Arga, ArogB, ACOVRS..............cccevvvvveveunanne. 90
Tableau 8: Liste des analyses transcriptomiques réalisées dans la souche NEM316.................. 98
Tableau 9: Identification de sites de fixation potentiels de GNIR .............c...ccceevvveevireenenannnen. 107
Tableau 10: ldentification de sites de fixation potentiels de GINR ................cccccvevvevvveevenenne.. 108
Tableau 11: Identification de sites de fixation potentiels de HYCA ................cccccccevvinciiniinncnnns 109
Tableau 12: Identification de sites de fixation potentiels de Rex................ccccoccevvivvinciinieancnnns 110
Tableau 13: Liste des primers utilisés pour la construction des mutants et des différents
plasmides utilisés dans la 2éme partie de 1a these..................cccccocciiviiiiiiiiiiiniiiiiiiiiecee 118
Tableau 14: Analyse de la production de formes circulaires en présence ou absence de bactéries
FECEPITICES. ..oeeneeeeee e e e e et e et e ettt e ettt e et e e e st e e ea s e e e st e e e eabe e e easeeesseeesseeensseeensseeensseeensseeenseeann 138
Tableau 15: Quantification de la production de formes circulaires de TnGBS2 en réponse a
différentes concentrations de mitOMYCINe C. ............ccccevvueeeieeeiiieeeiieeeieeeeeeeeee e e siaeeeaaeens 139
Tableau 16: Quantification de la production de formes circulaires de TnGBS2 dans le mutant
AGDSTIAL. ..o ettt et ettt et 142
Tableau 17: Quantification de la production de formes circulaires de TnGBS2 dans le mutant
AGDSTIAT ..o ettt ettt ettt et ne e 143
Tableau 18:Activité béta-galactosidase du promoteur Pirde TnHGBS2. ..........cccoooovevveiiennn. 144



Liste des Abréviations

ADN Acide DésoxyriboNucléique

ARN  Acide RiboNucléique

ARNr Acide RiboNucléique ribosomal

CAMP Initiales des nom des auteurs qui ont décrit le test en 1944 Chrisie, Atkins, et Munch-Peterson
CC Complexes Clonaux

CGH Hybridation de Génome Complet ( "Complet Genome Hybridization")
CNR Centre National de Référence

FH Facteur H

GBS  Streptocoque du Groupe B ( "Group B Streptococcus")

ICE  Elément Intégratif et Conjugatif ("Integrative and Conjugative Element")
Ig Immunoglobulines

INP  Infection Néonatale Précoce

INT  Infection Néonatale Tardive

IR Répétitions Inverses (Inverted Repeat)

IS Séquence d'Insertion (Insertion Sequence)

LTA Acide Lipotéichoique

MEC Matrice Extracellulaire

MLST Schéma de séquengage de génes multiples (MultiLocus Sequence Typing)
PBP  (Penicilline Binding Protein)

PCR  Réaction de polymérisation en Chaine (Polymerase Chain Reaction)

SA Semaine d'Aménorhée

ST Sequence Type

TCS  Systéeme a deux composants ("Two Component System")

TH Milieu Todd Hewith

TSS  Site d'initiation de la transcription ( "Transcription Start Site")

T4SS  Systéme de sécrétion de type IV ("Type IV Secretion System")

10



1. INTRODUCTION

Streptococcus agalactiae, également appelé Streptocoque du Groupe B ou GBS, est la
premicre cause de septicémies et de méningites chez les nouveaux-nés, et est également
responsable d'infections chez les personnes agées et les personnes immunodéprimées. On le
retrouve aussi associé a des infections chez 1’animal. Néanmoins, c'est avant tout une bactérie
commensale du tube digestif présente chez 20 % de la population humaine. S. agalactiae est
retrouvé dans différents hotes, il a donc été capable de s'adapter au cours de son évolution a ces
différents environnements. Pour s'adapter a de nouveaux environnements ou pour répondre a des
modifications de son environnement usuel, une bactérie peut mettre en place différentes
stratégies. Tout d'abord la bactérie peut modifier son contenu génétique. L'acquisition ou la
modification de facteurs par transferts horizontaux est possible grace a la mobilisation d'éléments
génétiques mobiles (EGMs), qui sont connus pour &tre un des moteurs de I'évolution des
génomes bactériens. Une autre stratégie est la mise en place par la bactérie de systemes de
régulation, qui conduisent a une réponse adaptée de la bactérie a des modifications de son
environnement, en régulant l'expression de geénes, lui permettant de se maintenir et de se
propager dans cet environnement modifié. Les systemes a deux composants (TCS) sont
largement répandus chez les bactéries et constituent la principale stratégie mise en place par
celles-ci pour percevoir et répondre aux modifications de leur environnement.

Les deux parties de mon travail de theése portent, d'une part sur l'analyse de réseaux de
régulation associés a la perception de différents environnements rencontrés par la bactérie. La
seconde partie de mon travail porte sur I’analyse chez S. agalactiae de la régulation du transfert,
du maintien et de la diversité des éléments intégratifs et conjugatifs (ICEs) de la famille TnGBS.
Cette famille d’ICEs est impliquée dans des phénoménes de transferts horizontaux de grands

fragments d’ADN chromosomique.
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I. S. agalactiae au sein du genre streptocoque

S. agalactiae est une bactérie Gram positif a bas GC% appartenant a la famille des
Streptococcaceae, qui regroupe les genres Streptococcus, Enterococcus et Lactococcus. Ces trois
genres partagent les mémes caractéristiques: cocci a Gram positif, non sporulés, a métabolisme
aéro-anaérobie facultatif et dépourvus de catalase. Au moment de la rédaction de cette thése, le
genre streptocoque comporte 95 especes et 17 sous-espeéces. L'ensemble des especes est

référencé sur le site http://www.bacterio.cict.fr/s/streptococcus.html. De nouvelles especes sont

continuellement isolées d’échantillons humains, animaux et environnementaux. Les bactéries du
genre streptocoque sont des bactéries commensales humaines et animales, de pathogénicité
variable. Deux especes sont utilisées en agroalimentaire, S. thermophilus et S. macedonicus
appartenant respectivement au groupe salivarius et bovis. L'espece S. agalactiae a initialement
été décrite chez les bovins, par Nocard et Mollereau en 1887, comme le "streptocoque des
mammites bovines"[1]. Le nom actuel d’agalactiae, qui fait allusion a une absence de lait, date
de 1896 et a été donné par Lehrmann et Neumann [2].

La classification des streptocoques a d'abord été fondée sur I'é¢tude de leurs caracteres
phénotypiques, puis sur I’étude de leurs caractéres génotypiques. En 1933, Rebecca Lancefield
proposa la premiere classification moderne des streptocoques [3]. Cette classification est basée
sur les propriétés antigéniques d'un composé pariétal des streptocoques, le polyoside C. Dans
cette classification, S. agalactiae a ét¢ désigné comme un streptocoque du groupe B (GBS), et
correspond en fait a I’'unique espéce de ce groupe [4]. Une étude phylogénétique récente [5],
portant sur I'analyse d'une séquence partielle du gene recN (1249 pb) chez 65 especes et 12 sous-
especes, définit au sein du genre streptocoque sept groupes distincts: salivarius, equinus,
hyovaginalis, pyogenes, mutans, suis et mitis (Figure 1). Le groupe mitis lui méme est constitué
de trois sous-groupes: le sous-groupe sanguinis (S.sanguinis/S. cristatus/S. sinensis), le sous-
groupe anginosus (S. anginosus/S. intermedius/S. constellatus) et le sous-groupe mitis
(S. mitis/S. infantis/S. peroris/S. oralis/S. oligofermentans/S. pneumoniaelS. pseudopneumoniae).
Cette analyse est largement concordante avec des études phylogénétiques réalisées a partir de la
séquence de ’ARNr 16S [6]. Dans cette analyse S. agalactiae n'est situ¢ dans aucun de ces
groupe. Cependant, différentes données montrent que cette espece est phylogénétiquement plus

proche des especes appartenant au groupe pyogenes.

12



groupe

94— S. cristatus CIP 1069547 (EU917268)
worCa sanguinis CIP 56.128" (EU917299)
L 5. sinensis CIP 1074807 (EU9173085)
S. massiliensis CIP 108498 (EUS17311)
S. anginosus CIP 1029217 (EU917251)
S. constellatus CIP 103247" (EU917254)
100~ S, intermedius CIP 1032487 (EU917282) .
S. gordonii CIP 105268" (EU917275) mitis
S. infantis CIP 105849 (EU917280)
S. peroris CIP 105950' (EU917294)
100 S. oralis CIP 102922 (EU917234)
100 S. oligofermentans CIP 108229" (EU917290)
100 S. mitis CIP 1033357 (EU917233)
100 S. pneumoniae CIP 1029117 (EU917238)
96 S. pseudopneumoniae CIP 108659" (EU917314)
| S. entericus CIP 1074357 (EU917228)
S. parasanguinis CIP 104372' (EU917292)
81 S. ovis CIP 1070977 (EU917238)
9 S. minor CIP 108314 (EU9172886)
- S. gallinaceus CIP 1070877 (EU917266)
S. acidominimus CIP B2.4' (EU217241)
1 S. swis CIP 103217' (EU917308)
S ferus CIP 1032257 (EU917265)
S. macacae CIP 1029127 (EU917285)
S. mutans CIP 103220' (EU917289)
24 S. ratti CIP 1025097 (EU917298) mutans
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Figure 1: Arbre phylogénétique du géne recN réalisé sur 65 espéces du genre streptocoque
Arbre réalisé en utilisant la méthode de neighbour-joining, la taille de I’échelle indique 0.05 changement

par position nucléotidique. La séquence d’Enterococcus feacalis est utilisée comme groupe externe. Les
valeurs de Bootstrap supérieures a 50 pour 100 réplicats sont indiquées. Les différents groupes sont
indiqués par différentes couleurs. D'apres [5].
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A. 8. agalactiae est une bactérie pathogene opportuniste pour
I'homme et 1'animal.

1. Une bactérie pathogéne de I'homme

a) Infections néonatales

Les premiers cas d'infections néonatales ont été décrits par Eickhoff en 1964 [7]. Cette
identification, relativement récente, laisse penser a une émergence de cas pathologiques dans les
années 60-70 [8, 9]. Aujourd'hui, malgré les procédures de prévention mises en place,
S. agalactiae reste la premicre cause bactérienne d’infections néonatales en France devant
E. coli, en terme de prévalence [10]. Ces infections se traduisent généralement par des
pneumonies, des septicémies ou des méningites pouvant entrainer des séquelles neurologiques
graves et dans certains cas le déces. Les infections néonatales sont classées en

syndromes précoces, et tardifs en fonction de 1'age du nouveau-né.

(1) Syndrome précoce

Les infections néonatales précoces (INP) se manifestent jusqu’au septieme jour de vie et
principalement au cours des premieres heures, et se présentent souvent comme des pneumonies,
ou des détresses respiratoires, qui peuvent évoluer rapidement en bactériémie et dans les cas les
plus graves en choc septique. L’incidence des INP est de 3/10000 naissances et ces infections
sont létales dans 2,5% des cas [11], soit 210 cas d’infections et 5-6 déces pour 700 000
naissances annuelles en France. Lors des infections précoces, les bactéries sont transmises de la
meére a D’enfant par la contamination du liquide amniotique aprés rupture de la membrane
placentaire, ou lors de 1’accouchement par aspiration des fluides vaginaux infectés. La présence
de S. agalactiae en portage vaginal maternel et la densité de colonisation sont les éléments
majeurs qui interviennent sur le taux de contamination et donc sur le risque pour le nouveau-né

de développer une infection [12].
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(2) Syndrome tardif

Les infections néonatales tardives (INT) peuvent apparaitre jusqu’a sept mois aprés la
naissance et se distinguent des infections précoces par une bactériémie avec un fort taux de
progression en méningite [13]. En France, une étude récente du Centre National de Référence
(CNR) indique que ces infections sont généralement associées a des septicémies, dans 65% des
cas a des méningites [11], et sont létales dans 14% des cas. Les enfants qui survivent a une
méningite a streptocoques B, peuvent dans 25 a 35% des cas, souffrir a long terme de séquelles
neurologiques permanentes (pertes auditives, et/ou troubles cognitifs). L’incidence des INT est
de 1/10000 naissances et ces infections représentent en France en moyenne 70 cas par an [14].

Le mode de transmission et le processus de I’infection restent incertains, bien que dans
certains cas une transmission de la mére a I’enfant ait été démontrée. Un scénario possible
implique une colonisation intestinale précoce, qui conduirait dans les premiers jours de la vie a la
multiplication de la bactérie dans la lumiére intestinale. La translocation de la bactérie a travers
I’épithélium intestinal conduirait a la dissémination de ’infection par la circulation sanguine,
cette dissémination aboutissant en méningite en cas de traversée de la barriere hémato-
encéphalique [15]. La colonisation intestinale des nouveaux-nés est accréditée par différentes
observations :

(a) 40 a 60 % des nouveaux-nés colonisés de manieére asymptomatique par GBS a la
naissance sont €¢galement positifs au niveau du rectum a 4 et 12 semaines de vie [16]

(b) une ¢tude portant sur la colonisation vaginale et rectale montre que les femmes sont
colonisées par un seul clone, lequel est également fréquemment trouvé dans les féces du

nouveau-né¢ pendant un an [17].

b) 8. agalactiae est également un pathogene chez les adultes

En 1940, une premiére étude rapporte deux cas d’arthrites chez des personnes agées [18].
Depuis les années 2000 de plus en plus d’études rapportent des cas d’infections a S. agalactiae
chez des adultes [19, 20]. Les manifestations cliniques sont extrémement diverses notamment:

des septicémies sans foyers identifiés, des infections de la peau, des infections des voies
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respiratoires, des arthrites, des ostéomy¢lites, des méningites, ainsi que des infections des voies
urogénitales [21, 22]. Ces infections sont plus fréquentes chez les individus agés de plus de 65
ans, ainsi que chez les sujets affaiblis (dénutrition, diabete, cirrhose, insuffisance rénale,
cancers...) [23, 24]. Une ¢tude rapporte que chez les adultes de plus de 65 ans les infections
invasives a GBS ont une incidence de 26/100 000 personnes aux Etats-Unis [25]. Le taux de
mortalité est élevé et varie selon les études entre 18 et 25%. Les sérotypes capsulaires Ia, Il et V
représentent 70% des sérotypes isolés, mais sont également ceux que l'on retrouve le plus
souvent chez les personnes agées colonisées et en bonne santé [22, 26].

Chez la femme enceinte ou en post-partum, l'infection peut conduire a des endométrites
et a une stérilité. Si I’impact de la colonisation vaginale maternelle sur les infections néonatales a
S. agalactiae a ¢ét¢ largement étudié, peu d’études concernent ’'impact de la colonisation
vaginale sur les infections maternelles a S. agalactiae. Cette bactérie serait la cause de 15% des

infections de la femme enceinte en post-partum ou en post-abortum [27, 28].

2. Une bactérie commensale

S. agalactiae est considéré comme commensal du tube digestif de 1'homme, le plus
souvent en faible concentration avec une possibilité de contamination de la sphére urogénitale.
En France le portage génital est d’environ 23% au sein de la population adulte [29]. Cependant
des souches de S. agalactiae ont également été retrouvées sur la peau ou dans la gorge [29]. La
colonisation est généralement asymptomatique et seuls des examens bactériologiques permettent
d’identifier les porteurs. Le portage de cette bactérie apparait comme dynamique. Une étude
danoise, réalisée sur des femmes enceintes pendant une période de deux ans, montre que pour
environ 50% des femmes, une détection intermittente du méme clone a été constatée [17]. Cette
¢tude démontre que le portage n'est pas toujours repérable, et est donc sous-estimé du fait de la
limite de sensibilit¢ des méthodes d'identification par culture ou par PCR. Ainsi dans les cas de
portage intermittent, les tests négatifs pourraient correspondre a des concentrations bactériennes

inférieures au seuil de sensibilité.

Une ¢étude du portage chez différents membres d’une famille, portant sur 37 couples,
propose que le contact sexuel soit un facteur important de la transmission de S. agalactiae. Pour
10 des 11 couples dont les deux partenaires sont porteurs, les séquences type (ST) des souches

isolées chez les deux partenaires étaient identiques [29]. Cette transmission par contact sexuel
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avait ¢galement été suggérée dans des études précédentes [16, 30]. Dans cette étude, aucune
relation n’a été observée entre les souches portées par les parents et celles portées par les enfants,

suggérant qu'il n'y aurait pas de transmission de S. agalactiae des parents aux enfants.

3. La lutte contre S. agalactiae

a) Prévention des infections néonatales

En 2001, dans le cadre de la prévention anténatale du risque d'infection du nouveau-né,
un dépistage systématique du portage vaginal de S. agalactiae en fin de grossesse, entre la 33°™
et la 39°™ semaine d’aménorrhée a été mis en place suite aux recommandations de 'ANAES
(Agence Nationale d'Accréditation et d'Evaluation en Sant¢). Ce dépistage a permis de montrer
que la prévalence chez les femmes enceintes en France atteint 23%, soit au moins 161 000
femmes/an. Les valeurs prédictives d’un dépistage prénatal sur la colonisation au moment de
I’accouchement varient inversement avec le temps €coulé entre le dépistage et I’accouchement.
En cas de dépistage positif au cours de la grossesse, une antibioprophylaxie per-partum est mise
en place; celle-ci consiste en des injections par voie intra-veineuse de pénicilline G ou
d'amoxicilline toutes les 4h dés le déclenchement du travail jusqu'a 1'expulsion. En cas d'allergie
a la pénicilline, I'administration d'érythromycine IV ou d'une céphalosporine est recommandée
en France. Aucune souche de S. agalactiae résistante a la pénicilline n’a encore été décrite [31].
Par contre les données du CNR sur S. agalactiae rapportent une augmentation du taux de
résistance a I’érythromycine: ainsi 13,8% des souches isolées chez les nourrissons atteints

d’infections néonatales invasives en 2008 ont été détectées comme résistantes a I'érythromycine.

La mise en place du dépistage et de I’antibioprophylaxie a permis de diminuer par un
facteur trois, I’incidence des infections précoces (Figure 2). Par contre elle n’a pas eu d’impact
sur les infections tardives. Une étude de 2008 permet d'expliquer la persistance a faible
fréquence des infections précoces par une absence de dépistage maternel, et/ou une réalisation
trop précoce du dépistage au cours de la grossesse [11]. Yancey et al. ont montré en effet que 4%
des femmes avec un dépistage négatif entre la 33°™ et la 39°™ semaine d’aménorrhée (SA)

¢taient porteuses de GBS au moment de I’accouchement [32].
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Figure 2 : Evolution de ’incidence des infections néonatales a streptocoques du groupe B
en France de 1997 a 2006 (réseau Epibac)
D’apres [14]

b) Développement d'un vaccin

Un complément au dépistage systématique associ€¢ a une antibioprophylaxie serait la
vaccination des femmes avant ou pendant la grossesse. L’objectif de ce vaccin serait de
transmettre des anticorps protecteurs au nouveau-né. Une vaccination efficace doit prévenir a la
fois les syndromes précoces et tardifs. La combinaison d’antigénes doit pouvoir protéger de
toutes les souches de S. agalactiae. En outre, un vaccin permettrait de réduire les risques liés aux
allergies a la pénicilline et a I’émergence de souches résistantes aux antibiotiques.

Les bases du développement de ce vaccin reposent sur différentes observations : (a) les
meres dont les enfants ont développé une infection précoce, présentent un taux d’IgG sérotype-
spécifiques en général plus bas que celui de meéres colonisées dont les enfants n’ont pas
développé d’infections, et (b) les enfants infectés présentent un taux d’IgG plus bas que ceux non
infectés [33, 34]. Ces études ont permis d’établir qu’un taux élevé d’IgG sérotype-spécifiques
chez la meére permettrait une protection de 1’enfant [35]. Les premiers essais de vaccins dans les
années 1980 ont été réalisés par ’injection de polyosides capsulaires purifiés [35], la capsule
¢tant le facteur de virulence majeur de S. agalactiae. Afin d’améliorer la réponse spécifique, des
vaccins conjugués contre neuf sérotypes ont été testés et se sont révélés immunogeénes chez la
souris, le lapin et le babouin [36]. Peu ou aucune protection croisée n’a été¢ observée entre les
différents sérotypes et le développement de vaccins multivalents s’est donc avéré nécessaire.

Pour couvrir 95% de la population d’Europe et d’Amérique du Nord le vaccin devrait étre dirigé
18



contre au moins cinq sérotypes (Ia, Ib, II, III, et V). Les stratégies vaccinales basées sur
I’immunisation par les polyosides capsulaires montrent leurs limites du fait de la diversité de ces

derniers.

Récemment, la stratégie de vaccinologie inverse, d’abord utilisée pour lutter contre les
souches de Neisseria meningitidis de sérotype B [37], a été également appliquée pour développer
un vaccin contre S. agalactiae [38]. Cette stratégie repose sur l’identification des candidats
vaccinaux par des analyses génomiques. Une protéine candidate doit étre exposée a la surface de
la bactérie et étre immunogene. La capacité a conférer une immunité protectrice chez la souris a
été testée par une immunisation de la mére ou par une immunisation du souriceau. Par cette
approche quatre candidats ont été retenus: la protéine sécrétée Sip et trois protéines a motif
LPXTG (Sagl408, Sag0645, et Sag0649) qui sont des composants de deux structures de type
pilus [38]. Cependant, parmi ces quatre protéines, Sip est la seule a étre conservée dans les huit
souches séquencées de GBS, mais la protection par des anticorps contre cette protéine seule est
limitée. Les souches peuvent échapper a ce vaccin soit en exprimant d’autres types de pilus, soit
en réprimant I'expression du pilus, le pilus n’étant pas essentiel a la virulence. Cette approche n’a
pas permis d’identifier d'antigénes universels, ce qui peut étre 1i¢ a la diversité des protéines de

surface de S. agalactiae [39].

La détermination d’antigénes pour un vaccin universel contre S. agalactiae est difficile
pour au moins trois raisons: 1) S. agalactiae exprime un vaste répertoire de structures de surface,
la présentation a la surface de ces structures peut étre variable soit du fait de leur niveau
d'expression soit de leur accessibilité [40]. i1) Certains polymorphismes peuvent étre a 1’origine
& . . C . o . .

une faible protection croisée. iii) Le vaccin doit agir au niveau du nouveau-né et non sur le
portage maternel, afin d’éviter des remplacements de souches au niveau des populations de

portage.

4. Une bactérie pathogéne chez 1'animal

S. agalactiae est également une bactérie pathogéne pour les animaux, en particulier pour

les bovins et les poissons.
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a) Chez les bovins

S. agalactiae est une cause importante de mammites dans les élevages laitiers, conduisant
a une diminution de la quantité et de la qualité du lait. Souvent l'infection reste limitée a la partie
plus externe du systeme des canaux lactiferes. Ce n'est qu'apres de longues périodes d'infections
que les bactéries se répandent plus profondément dans le pis. L'infection devient ensuite
chronique et conduit a un arrét de la lactation. Les programmes de thérapie de tous les individus
infectés d'un troupeau sont en général efficaces pour éradiquer le pathogéne d'un troupeau,
spécialement s'ils sont accompagnés de bonnes techniques d'hygiene de la traite [41]. Une forte
association entre la capacité des souches a fermenter le lactose et leur origine a été observée; une
¢tude montre que 92% des souches d’origine bovine fermentent le lactose contre seulement 13%
des souches d’origine humaine [42]. Le lactose correspondant approximativement a 5% du poids
du lait [43], cette aptitude est un moyen d’adaptation de S. agalactiae a 1'environnement du lait et
des canaux lactiferes. Mise a part cette activité métabolique, ’adaptation de S. agalactiae a
I’environnement des canaux lactiféres n’a pas été trés étudiée. 1l y a probablement une
transmission de vache a vache lors de la traite. Le portage bovin au niveau du tube digestif n’a

pas été étudié systématiquement.

b) Chez le poisson

Avant le milieu des années 1980, quelques articles ont fait état de 1'isolement de souches
de S. agalactiae chez des poissons, et une étude a signalé que la bactérie semble étre a 1'origine
d'une mortalité importante dans des élevages de I'Alabama [44]. A partir de 1984, les poissons
d'élevages israéliens de Tilapia sp., et de truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) ont été
victimes de méningo-encéphalites dues a des streptocoques et provoquant la mort de 30 a 50%
des animaux. Les analyses microbiologiques ont permis d’isoler, a partir du cerveau des tilapias
ou des truites, des reins des tilapias ou du sang des truites, des souches de streptocoques dont les
caracteres biochimiques, sérologiques et génétiques (hybridation ADN - ADN, détermination du
G + C %) suggéraient qu’elles constituaient deux nouvelles especes, Streptococcus difficile et
Streptococcus shiloi [45]. Ultérieurement, les souches de Streptococcus shiloi ont été assimilées

a Streptococcus iniae et celles de Streptococcus difficile & S. agalactiae [46]. Streptococcus
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agalactiae est capable d'infecter, outre les tilapias, les truites, le muge (Mugil cephalus) et, au

Japon, la sériole a cinq bandes (Seriola quinqueradiata) [45].

c) Chez les autres espéces animales

Des souches de S. agalactiae sont isolées du singe, du porc, du chien, du chat, de la
grenouille, du ragondin, de la souris, du rat, du hamster et du cheval [47-49]. Le pouvoir
pathogene est généralement peu documenté et la bactérie est souvent isolée en association avec
d'autres bactéries ou des virus. Toutefois, dans quelques cas, l'isolement a été rattaché¢ a un
pouvoir pathogene: septicémie chez un singe (Callithrix jacchus), endocardite et eczéma chez le
chien, syndrome d'affaiblissement chez le chiot, méningo-encéphalomy¢lites suppuratives chez

la souris nude [50, 51].

En conclusion, S. agalactiae présente une grande diversité d’hotes, qui la distingue par
exemple de S. pyogenes, qui n’a que I’homme comme hote connu. Au sein de ces différents
hotes, S. agalactiae est capable de coloniser différents organes. Comme nous allons le voir, cette
adaptabilité a un large éventail d'environnements semble liée d'une part & un polymorphisme
génétique entre les souches de S. agalactiae, et d'autre part a la richesse en systemes de

régulations de la bactérie.
II. La diversité des populations

Afin de déterminer si des groupes de souches de S. agalactiae sont associés a certains
hotes ou a certains contextes (portage vs infection) différentes méthodes de typage ont été mises

en place, ce qui a permis de caractériser la diversité des souches de S. agalactiae.

A. Différentes approches pour le typage de S. agalactiae

La premicre méthode de typage a été basée sur l'analyse de la variabilité structurale de la
capsule polysaccharidique de différents isolats de S. agalactiae [4]. De nos jours dix sérotypes

capsulaires ont été identifiés [52]. Chaque sérotype correspond a un arrangement différent de
quatre sucres parmi cing possibles (glucose, thamnose, galactose, N-acétylglucosamine et acide

acétylneuraminique ou acide sialique). La variété antigénique des polysaccharides capsulaires
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constitue la base du systeme de sérotypage largement utilisé dans I'épidémiologie descriptive de
S. agalactiae. Puis des méthodes de typage moléculaire lui ont été combinées. La plupart de ces
techniques sont basées sur l'analyse de I'ADN comme 1'¢lectrophorése en champ pulsé,
I'amplification aléatoire d'ADN polymorphe, les profils de restriction et la distribution d'éléments
génétiques mobiles [53-56]. En 2003, un schéma de séquengage de génes multiples (ou MLST
pour Multilocus Sequence Typing) a été proposé [57] et est globalement appliqué au sein de la

communauté.

L'approche par MLST repose sur le séquengage de sept genes de ménage. A chaque
séquence unique d'un des sept loci est attribué¢ un numéro d’allele, leur combinaison donne le
profil allélique de la souche appelé "Sequence Type" (ST), et un numéro lui est attribué. La
recherche et le dépdt des numéros d’alleles et des STs sont réalisés en ligne sur le site

http ://pubmlst.org. Chez S. agalactiae le taux de variabilité observé au niveau des séquences

nucléotidiques des 7 génes s’éléve a environ une mutation pour 100 pb. Dans la base de données
MLST de S. agalactiae, le nombre d’isolats recensés par ST n'est pas mentionné. Cette base de
données n’est donc pas un outil épidémiologique, mais elle permet de recenser et de partager la
diversité observée pour cette espece. De nombreuses études utilisant cet outil de typage, ont été
publiées, et portent sur la répartition des différentes souches sur différents continents, pour des

souches d'origine humaine ou animale.

Tableau 1: Etudes MLST publiées et origines géographiques des souches.

Continent Pays Références
Amérique du nord Etats-Unis [58]
Canada [59]
Europe Allemagne [60]
Italie [61]
Royaume-Uni [62]
Suéde [63]
Portugal [64]
France [11, 29]
Pologne [65]
Proche-Orient Israél [66]
Afrique Sénégal - République de centre [67]
Afrique
Kenya [68]
Océanie Australie - Nouvelle Zélande [69]

L’algorithme eBURST permet de regrouper les isolats présentant un niveau défini de

similarité, en complexes clonaux (CC), définis eux méme comme les STs partageant au moins
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cinq alleles sur les sept [70]. Ce programme détermine ensuite pour chaque CC le clone
fondateur. Le clone fondateur est celui qui différe du plus grand nombre de variants par un seul
allele sur sept. Les SLV (single locus variants) et les DLV (double locus variants) sont regroupés
au sein des CCs, et correspondent a des variants qui différent du clone fondateur respectivement
par un allele pour SLV et deux alléles pour DLV. L'image générée par ce programme permet de
visualiser la diversité observée pour l'espéce bactérienne étudiée et les relations entre les

différents STs et CCs.

B. Les apports du typage sur I’étude de la diversité
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Figure 3 : Visualisation par eBURST des complexes clonaux reflétant la diversité au sein de
la population de S. agalactiae.

La couleur des étoiles indique 1I’hote a partir duquel ces souches ont été isolées ; rouge pour les souches
humaines, vert pour les souches bovines et bleu clair pour les souches de poissons.

L’analyse par e BURST des 553 STs de GBS permet I’identification de 19 CCs. Parmi ces
CCs, certains sont bien définis tel que les CCs 1, 8, 17, 19, 23, 61, et 67. Différentes études
analysant le portage de S. agalactiae sur les différents continents montrent qu'en Europe et en

Amérique du Nord les complexes clonaux CC1, CC17, CC19 et CC23 sont prédominants [11,
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29, 57-64]. Ces complexes clonaux sont également retrouvés en Afrique, ou un complexe clonal

supplémentaire (le CC26) est fréquent et représente 15 % des souches de portage [67].

Différentes études épidémiologiques basées sur le sérotypage ont mises en €vidence que
les souches de sérotype capsulaire III sont responsables d'une forte proportion des infections
précoces et de la plupart des infections tardives. Elles ont aussi mis en évidence 1'émergence d'un
clone, dit hypervirulent, parmi les souches de sérotype III correspondant aux souches ST17. Ce
clone est impliqué dans la plupart des infections néonatales et dans la plupart des méningites. En
effet, en France, plus de 80% des souches isolées d’infections tardives sont de sérotype III et la
quasi-totalité de ces souches sont du groupe ST17 [11].

De nombreuses études portant sur 1’analyse par MLST des souches isolées dans différents
hoétes, ont permis de montrer que certains CCs sont spécifiques de I’hote dans lequel les souches
ont ¢té isolées (Figure 3). En effet les CCs 61, 64, 67 et 103 sont spécifiques des souches
d’origine bovine [42, 71], les CCs 1, 17 et 19 correspondent a des souches humaines et enfin
certains ST correspondent a des souches isolées de poissons tels que les ST260-261 [72].
Cependant d’autres CCs sont retrouvés dans différents hotes tels que les CC23 et CC26, qui
regroupent a la fois des souches bovines et humaines, ou le CC7 qui est constitué¢ de souches
humaines, bovines et de poissons [72].

De cette vision sur la diversité des ST, et sur la base des 7 loci du schéma MLST, il a été
proposé que les souches ST17 et ST67 ont émergées a partir d’un ancétre commun bovin [73]
Cependant une analyse comparative récente des souches humaines et bovines, basée sur le
séquencage d'un plus grand nombre de génes, montre que les souches des CCs 17 et 67 forment
des groupes indépendants, eux-mémes ¢éloignés génétiquement des autres complexes [42], et
donc que le clone ST17 n'émerge pas d’un ancétre bovin commun aux souches du CC67. Les
souches du CC17 forment un groupe homogene, et possédent un éventail de facteurs de virulence
spécifiques [39, 42, 71]. Enfin, les souches d’origine bovine des CC61 et 67 forment un groupe
hétérogene et distant des autres CCs (données du laboratoire sur la base de données
génomiques). Par ailleurs, différentes études basées sur I’analyse de combinaisons alléliques de
genes codant pour des protéines de surface, I'hybridation sur puces a ADN et par MLST sur 15
genes, montrent que le CC23 est constitué en réalit¢ de deux groupes distincts de souches
fortement adaptées a leur hote humain (essentiellement de sérotype la) ou bovin (essentiellement

de sérotype III) [39, 42].
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Les données générées par le MLST permettent d’estimer les contributions relatives entre
recombinaisons et mutations dans la diversification de S. agalactiae. Pour chaque CC, un SLV
dérive de I’ancétre commun soit par mutation ponctuelle, soit par recombinaison. Un événement
de recombinaison est défini par la présence de plus d’une mutation ponctuelle dans 1’alléle de
différence ou par sa présence dans un autre CC. Le rapport entre les événements de
recombinaisons ou de mutations ainsi caractérisé¢ permet de déterminer le taux de recombinaison
au sein de l'espece. Ce ratio par alléle varie de 10:1 en faveur de la recombinaison chez des
especes panmictiques comme les méningocoques et les pneumocoques (espéces naturellement
compétentes) alors qu’il est de 1:15 chez Staphylococcus aureus, espece considérée comme
clonale [74]. Chez S. agalactiae le ratio recombinaisons/mutations est de 3:1 en faveur de la
recombinaison sur 1’ensemble de la population [75]. Ce ratio confirme I’importance de la
recombinaison homologue et des transferts horizontaux dans la dynamique du génome de
S. agalactiae. Cependant il existe des différences en fonction des CCs analysés; en effet, pour le
CC19 et CC12 le ratio est de 4:1, tandis que pour le CC17 il est de 1:2 confirmant le caractere

clonal de ce clone hyper-virulent [76].

II1. Les facteurs de virulence

Les infections néonatales a S. agalactiae pourraient avoir deux portes d’entrée, une
pulmonaire (INP) et une intestinale (INT) [15, 77]. Apres avoir traversé ces é€pithéliums, la
bactérie survit et se propage dans le sang. Au niveau du cerveau elle pourrait traverser la barriére
hémato-encéphalique déclenchant alors une méningite. La pathogénicité associée a S. agalactiae
est un processus multifactoriel, qui inclut la capacité de la bactérie a adhérer et a coloniser des
¢épithéliums, puis a envahir les cellules épithéliales et endothéliales et enfin a se multiplier en

¢chappant aux défenses immunitaires de I’hote [78].

A. Les différentes étapes de l'infection

I. Adhésion et colonisation des cellules épithéliales

L’adhésion aux surfaces épithéliales est la premicre étape dans le processus de
colonisation de I’hdte. S. agalactiae colonise différents types d’épithéliums: tels que les

¢épithéliums vaginal, pulmonaire, et vasculaire cérébral. L’adhésion de S. agalactiae est favorisée
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par un pH acide [79], le pH au niveau du mucus vaginal étant aux alentours de 4,5 [80], cela lui
permet de coloniser efficacement cette niche. Il a été constaté que lors des infections, le pH
vaginal augmentait allant de 5,5 a 6,5 [80, 81]. Une étude récente a monté que sa survie et sa
capacité¢ a produire des biofilm était augmenter avec l'¢lévation du pH, suggérant que le pH
vaginal serait un facteur de risque pour le portage et les infections a S. agalactiae [82].

Il a également ét¢ démontré que S. agalactiae se lie a différentes protéines de la MEC
telles que la fibronectine, le fibrinogéne et la laminine. S. agalactiae se fixe a la fibronectine
immobilisé€e, et non a la fibronectine soluble, qui peut servir d’opsonine pour la reconnaissance
par les macrophages [83]. L'adhésion de S. agalactiae semble dépendre également de la
concentration cytoplasmique de glutamine, en effet des mutants de I’opéron g/nPQ codant pour
le systetme de transport de la glutamine présentent un défaut de liaison a la fibronectine [84].
Récement deux protéines (PilA et Srrl décrites plus loin) connues pour étre impliquées dans
I'adhésion et la virulence de S. agalactiae [85, 86] ont été démontrées comme contribuant a la
colonisation vaginale par S. agalactiae dans un modele murin [87]. Différentes structures
protéiques a la surface de la bactérie participant au processus d’adhésion a la matrice

extracellulaire seront détaillées dans la partie I11.B.

2. Invasion et traversée des barriéres de I’hote

Au cours du processus infectieux S. agalactiae est capable de traverser différentes barrieres de
I’hote, telles que la barricre épithéliale pulmonaire ou intestinale et la barriére hémato-
encéphalique. La traversée de ces barrieres pourrait se faire par invasion et translocation de la
bactérie a travers I’épithélium dans une vacuole, dans un processus qui requiert des
modifications du cytosquelette d’actine de 1’hote [88], et impliquant la voie de signalisation
dépendante de la PI3 kinase [89]. D’autres facteurs pourraient étre impliqués dans la pénétration
des barricres cellulaires tels que: la hyaluronate lyase qui dégrade le hyaluronane [90], principal
composant polysaccharidique des tissus conjonctifs, et le facteur CAMP (initiales du nom des
auteurs qui ont décrit le test [91, 92]). Le facteur CAMP est une protéine diffusible qui agit en
synergie avec I'hémolysine b de S. aureus, et provoque I'hémolyse des hématies, ce qui explique
que l'injection, par voie intraveineuse, a des lapins du facteur CAMP soit toxique [93]. Le facteur
CAMP s’oligomérise dans la membrane de la cible et forme des pores conduisant a la lyse

cellulaire [94]. Alternativement la traversée peut étre liée a une perte d’intégrité de la barriére,
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résultant notamment de 1’action de la -haemolysine/ cytolysine (B-H/C) sécrétée par la bactérie
[95]. Malgré ces études souvent anciennes, le mécanisme de traversée des barrieres par

S. agalactiae reste encore largement hypothétique.

3. Evasion et échappement aux mécanismes de défenses de I’héte

L’hote possede deux niveaux de défenses complémentaires pour lutter contre les
agressions, et pour limiter I’expansion des bactéries commensales, 1’un non spécifique dit inné,
et I’autre spécifique dit adaptatif. Le systéme de défense inné est la premicre barriere de défense
et conduit a la mise en place d’une réponse rapide et non spécifique. Ce systeme de défense est
constitué¢ des barrieres physiques telles que la peau et les muqueuses, du complément, et de
cellules phagocytaires. Les muqueuses possedent des glandes qui sécreétent du mucus qui peut
piéger et empécher la progression des bactéries. La muqueuse respiratoire est aussi dotée de cils
qui participent a 1’élimination de la bactérie. Le pH au niveau de ces muqueuses est également
variable, et peut empécher la prolifération des bactéries. Au niveau des muqueuses sont sécrétées
des molécules de défense antimicrobienne [96, 97]. Le plus souvent ces molécules correspondent
a des peptides chargés positivement, libérés par les cellules épithéliales et les cellules du systéme
immunitaire. Ces peptides sont attirés par les charges négatives des constituants lipidiques (les
phospholipides) des membranes des bactéries. Puis ces peptides s’integrent dans la membrane et
ouvrent des bréches par lesquelles les composés intracellulaires s’échappent [96, 97]. Ces
désordres conduisent ¢galement a 1’activation du systéme d’autodestruction bactérien (les auto-
lysines). Dans le sang, le complément est un ensemble de protéines agissant par une cascade
protéolytique [98, 99]. Ce systeme agit en participant a la lyse directe du micro-organisme, en
facilitant le recrutement et la reconnaissance des bactéries par les cellules phagocytaires, et en
initiant la réaction inflammatoire. Puis les cellules phagocytaires jouent un role dans I’activation
de I’'immunité adaptative, et servent de lien entre ces deux systémes.

S. agalactiae exprime différents facteurs sécrétés ou de surface lui permettant d’échapper
aux défenses immunitaires innées de 1’hote et participant a sa propagation et a sa survie. Ces
différents facteurs agissent au niveau de différents acteurs de la réaction immunitaire. Tout
d’abord certains facteurs permettent la résistance aux peptides antimicrobiens, comme la D-
alanylation de l'acide lipotéichoique [100], et les protéines PBPla (pour Penicilline Binding
Protein) [101]. D’autres facteurs interférent avec les processus d’opsonisation tels que la C5a

peptidase, 1’acide sialique de la capsule, la protéine BibA, et la protéine B qui interférent avec les
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composants du complément C5a, C3, C4 et C3bp. CpsA, une protéase de surface, qui coupe le
fibrinogene en fibrine, empéchant le processus d’opsonisation, intervient aussi a ce niveau [102].
Plusieurs facteurs agissent au niveau du processus de phagocytose. Par exemple, la superoxyde
dismutase (sodA4) confeére une meilleure résistance au stress oxidatif, qui intervient lors de la
destruction par les polynucléaires neutrophiles [103]. Enfin, S. agalactiae pourrait échapper aux
anticorps de I’hdte en diminuant I’expression d’épitopes antigéniques [104] ou leurs

accessibilités [105].

B. Les facteurs de virulence caractérisés chez S. agalactiae

Les composants de la paroi bactérienne sont situés en premiere ligne des interactions avec
I’hote, permettant I’adhésion, la dissémination mais aussi la reconnaissance par le systéme
immunitaire, et son échappement. Les éléments de la paroi de S. agalactiae jouent un rdle
primordial dans I’interaction avec son hote, et dans la perception et 1’adaptation de la bactérie
dans son environnement. La majorité des facteurs de virulence identifiés chez S. agalactiae sont
des composants protéiques ou non, de la paroi [77, 78]. La paroi des bactéries a Gram positiif
constitue un réseau tridimensionnel complexe composé essentiellement de protéines, de
polysaccharides et de polymeres anioniques. Chez S. agalactiae (Figure 4), la paroi est
constituée de différentes structures de type polysaccharidique tels que la capsule, I’acide
lipotéichoique et I’antigéne B, mais également de protéines de surface ou de structures

protéiques plus complexes tel que les pili.
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Figure 4 : Paroi de S. agalactiae

1. Les facteurs de virulence non protéiques

a) La capsule

La capsule est une structure polysaccharidique localisée a la surface de S. agalactiae. En
tout, dix sérotypes capsulaires ont été identifiés [52]. Chaque sérotype correspond a un
arrangement différent de quatre sucres parmi cinq possibles (glucose, rhamnose, galactose, N-
acétylglucosamine et acide acétylneuraminique ou acide sialique). Les enzymes impliquées dans
la synthese de la capsule sont codées au sein d'un méme locus, le locus cps. L’analyse de ce
locus chez huit souches de sérotypes différents montre une organisation similaire, avec des genes
partagés et des genes spécifiques [106, 107]. Notammentl'expression de glycosyl-transférases de
spécificité différentes explique la variabilité dans la combinaison des sucres incorporés [106].
L’étude de différents mutants dans ce locus a permis de montrer que les génes cpsE a cpsK sont
impliqués dans I’assemblage et la polymérisation des unités répétées, et que cps4 code pour un

activateur transcriptionnel de la famille LytR [108, 109].
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Figure 5: Comparaison et organisation du locus capsulaire
Les génes cpsA-E, cpsL et neud-D sont conservés dans les 9 sérotypes et sont représentés par des fléches

blanches. Les différentes couleurs indiquent les différents alléles des geénes variables. d'apres [106]. Le
locus du sérotype IX n'est pas indiqué dans ce schéma.

Différentes études ont montré que des souches de S. agalactiae sans capsule adhéraient et
envahissaient mieux les cellules épithéliales [110, 111] que les organismes encapsulés. Au
contraire, la présence de la capsule favorise la survie et 1'échappement au systéme immunitaire
de I’hote. L'exposition a la surface de S. agalactiae de molécules sialylées diminue sa fixation au
composant C3 du complément par un processus de mimétisme moléculaire [112, 113]. La
capsule est un des facteur de virulence majeur de S. agalactiae.

Le contrdle génétique de la production de la capsule est important. Une diminution de la
production de polysaccharides capsulaires permet la colonisation et I’invasion, alors que
I’augmentation de la synthése de la capsule favorise la survie de la bactérie dans le sang. La
production de capsule serait liée a la vitesse de croissance. En effet, la richesse du milieu de
culture et le taux de croissance de la bactérie jouent un rdle important dans la régulation de
I’expression de la capsule avec une sous-expression en milieu minimum [114, 115]. 1l a
¢galement été montré qu'au sein d'un méme hoéte, des souches isolées de différents tissus
présentent une variabilité du degré d’encapsidation [116]. Cette observation suggere la mise en
place d'une régulation de l'expression de la capsule de S. agalactiae au sein de son hote. En

dehors de cpsA, un autre géne codant pour un régulateur de type LysR, cpsY (gbs1249), situé en

30



amont de cpsA et transcrit de maniere divergente, pourrait €tre impliqué dans la régulation de la

synthése de la capsule, mais ce role reste hypothétique [117].

b) L'antigéne B

L'antigéne B est une structure carbohydrate localisée a la surface de S. agalactiae, a
l'origine de son typage en streptocoque du groupe B. Malgré son importance dans le diagnostic,
grace au développement de kits de détection rapide de 'antigene B [118, 119], le locus codant sa
synthése n'a été identifié que récemment [120]. La structure de l'antigene B a été déterminée
grace a différents travaux [121-124] L'ensemble de ces études a permis de définir une structure
multi-antenne basée sur l'arrangement de quatre unités oligosaccharidiques (Figure 6). Chacune
de ces quatres unités oligosaccharidiques correspond a un arrangement différent de quatre
sucres: le galactose, la N-acétylglucosamine, le glucitol, et le thamnose [121]. Ces quatre unités
oligosaccharidiques sont reliées par des liaisons phosphodiesters [124]. L'antigéne B est ancré au
peptidoglycane au niveau de résidus d'acide N-acétylmuramique. L'analyse de cette structure a
permis de définir un minimum de 11 transférases nécessaires a 1'élaboration de l'antigéne B. A
I'exception de trois N-acétyglucosamine transférases, toutes les transférases sont regroupées au
sein d'un méme locus (gbs1494-gbs1480) [120]. Ce locus semble étre exprimé en un seul opéron
car I'annotation du génome de NEM316 a conduit a 1'identification d'un seul terminateur en aval

de ghs 1480 [125].
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Figure 6: Structure de I'antigéne B
Les chiffres romains de [ a IV correspondent aux quatre unités polysaccharidiques constituant I'antigéne
B d'apres [120]
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Peu d'é¢tudes portent sur I'analyse du rdle de 1'antigéne B dans la pathogénicité. L'antigéne
B est un ¢lément proinflamatoire [ 126]. Des anticorps dirigés contre cet antigéne ne semblent pas
protecteurs chez la souris [127], peut-étre en raison d'une mauvaise accessibilité due a la
présence de la capsule [128]. Aucun systeme de régulation n'a été identifi¢ pour ce composant de

la paroi.

c) L’acide Lipotéichoique (LTA)

La paroi des bactéries a Gram positif contient communément deux polymeres anioniques. Le
premier ancré au peptidoglycane est appelé l'acide téichoique, et le second l'acide lipotéichoique.
L'assemblage des acides téichoique et lipotéichoique fait intervenir des voies métaboliques
différentes, or S. agalactiae ne posseéde pas certaines des enzymes nécessaires a la synthése de
l'acide téichoique [129], suggérant qu'il ne posséde que le LTA a sa surface. Le LTA est un
polymere anionique de polyglycerol-phosphate ancré a la membrane bactérienne par un
glycolipide ancreur (Figure 7) [130-132]. Malgré l'importance de ce polymére dans la
physiologie bactérienne, trés peu de choses sont actuellement connues en ce qui concerne sa
synthese et sa régulation chez S. agalactiae.

La recherche de mutants atténués dans la capacit¢ a envahir des cellules endothéliales
microvasculaires a permis d'isoler un mutant dans le géne iagA (gbs0682). Ce mutant relargue du
LTA dans le milieu, suggérant que iagA est responsable de I'ancrage du LTA a la membrane
[133]. Ce mutant n'est pas affecté dans sa capacité a provoquer des septicémies, mais le taux de
méningites est réduit avec ce mutant, en comparaison avec la souche sauvage. Un geéne codant
pour la polyglycérol phosphate polymérase a été caractérisé chez S. aureus [134]. Ce gene, [tasS,
est essentiel pour la croissance a 37°C de S. aureus [135]. J'ai pu identifier un homologue de ce
geéne dans la souche NEM316, gbs/451. Mes tentatives pour inactiver ce geéne ont été
infructueuses, laissant penser que ce geéne pourrait étre essentiel chez S. agalactiae dans les
conditions que j'ai utilisées.

Par la présence de ses groupements phosphates ionisés, le LTA confére a la surface de
S. agalactiae une forte charge négative. Le LTA une fois exposé a la surface de la bactérie peut
subir des modifications, telles que 1’ajout de résidus de D-alanine sous forme d'esters des
groupements hydroxyls de la partie polyglycerol phosphate. La D-alanylation du LTA introduit

un groupement amine basique annulant partiellement la charge négative nette. Cette
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incorporation de résidus D-alanine au niveau du LTA permet a la bactérie de moduler la charge a
la surface de sa paroi. Le taux de D-alanylation du LTA est variable selon les espéces, il est
respectivement de 46% et 70% pour S. agalactiae dans la souche COH1 et pour S. aureus [136].
Le degré de D-alanylation varie en fonction du pH, de la température, de la concentration en
NaCl chez §. aureus [137-140]. Le processus de D-alanylation repose sur 'activité de 4 protéines
(DItA a DItD) codées par les geénes de I’opéron dit, pour "D-alanyl LTA". La protéine DItA code
pour I’enzyme responsable du transfert d’un groupement D-alanine a la protéine DItC. Cette
protéine est similaire a I’"acyl carrier protein" impliquée dans la syntheése des lipides. DItC
chargée de son groupement alanine traverse la membrane bactérienne a travers un tunnel formé
par la protéine DItB, constituée de 12 domaines transmembranaires. Puis au niveau de la paroi, le
résidu de D-alanyl lié a protéine DItC est transféré au LTA ancré a la membrane (Figure 7.A).
Chez S. agalactiae, 1l a été montré que le mutant d/t4” est déficient dans la capacité a incorporer
des résidus D-alanine au niveau du LTA [136, 141].

Différentes fonctions ont été proposées pour la D-alanylation: (i) moduler les activités des
autolysines chez S. aureus et Lactococcus lactis [142, 143] (ii) maintenir ’homéostasie et
moduler I’assimilation des cations pour les fonctions cellulaires chez Bacillus licheniformis
[144] (i11) définir les propriétés électromécaniques de 1I’enveloppe cellulaire.

Selon les espéces, la D-alanylation pourrait avoir des fonctions dans 1’adhésion, la formation
de biofilms, la sensibilit¢ au pH, la conformation des protéines de surface, la résistance aux
peptides antimicrobiens et la virulence [145, 146]. Chez S. agalactiae, le mutant dit4A” ne semble
pas étre altéré de facon significative dans ses propriétés d’adhésion. Cependant, il présente une
sensibilité accrue aux peptides antimicrobiens cationiques [100]. Ces peptides antimicrobiens
sont présents au niveau des muqueuses et des épithéliums et correspondent a la premicre barriere
de défense de I’hdte; ils agissent en formant des pores au niveau de la membrane bactérienne
[147]. L’étude de la virulence du mutant d/t4~ dans différents modéles d’infections néonatales
chez le rat et la souris, a conduit a la conclusion que la D-alanylation du LTA est un facteur
important pour la virulence de S. agalactiae [148]. En effet, le mutant d/t4A” présente une survie
réduite dans le sang et est éliminé plus rapidement des poumons; en outre ce mutant est plus
sensible a la phagocytose par les macrophages, dont les macrophages alvéolaires, qui
contiennent des protéines antimicrobiennes dans leurs phagosomes. Ces différentes observations
permettent d’expliquer que le mutant d/¢4" soit incapable d’induire une pneumonie chez la souris

[100].
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Figure 7 : Structure et D-alanylation du LTA.

A. Formule du LTA et taux de D-alanylation dans les souches NEM316 et COH1 d'apres [136, 141].
B. Mécanisme proposé pour la réaction de transacylation du résidu D-alanyl sur la molécule de LTA

d'apres [149]

C. Les étapes de la réaction de D-alanylation du LTA
D. Localisation des différentes protéines de I’opéron dlt
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L'opéron dlt de S. agalactiae est régulé par un TCS dItRS situé en amont de ditABCD [103].
Le role de ce TCS est discut¢ dans le paragraphe (IV.A.1.b). Jusqu'a récemment, cette
organisation était unique a S. agalactiae. Des recherches par BLAST sur la banque de données nr
du NCBI m'a permis de montrer que cette organisation était conservée dans une espece €loignée
du groupe bovis de S. agalactiae: Streptococcus infantarius (article 1).

L’incorporation de résidus D-alanine au niveau du LTA joue un réle majeur dans la capacité
de colonisation de S. agalactiae, car elle permet a GBS de moduler la charge a sa surface, ce qui
modifie notamment sa sensibilité aux peptides cationiques antimicrobiens. La premiere partie de
ma thése porte sur la régulation de l'expression de l'opéron d/t et I'impact de 1'absence de D-

alanylation sur le profil global de transcription chez S. agalactiae.

2. Les structures protéiques

a) Les protéines Alpha like et Beta

Historiquement I’antigéne C fut un des premiers antigéne de surface identifié chez
S. agalactiae. 11 a été montré que cet antigéne correspondait a deux protéines indépendantes: la
protéine o résistante a la trypsine et la protéine P sensible a la trypsine. Cinq protéines
appartenant a la famille Alpha like (Alp) et caractérisées par une structure hautement répétitive
ont été identifiées: Rib, a, Alp2, R28 (ou Alp3) et Epsilon [39, 40]. La quasi-totalité des souches
de S. agalactiae exprime un seul des cinq membre de cette famille. La protéine a située a la
surface de S. agalactiae, confére une immunité protectrice chez la souris, et les réactions croisées
sont limitées. Elle interagit avec le glycosaminoglycane (GAG) de I’hote par son domaine N-
terminal [150], et participe a I’entrée et a la traversée des cellules épithéliales, par un mécanisme
qui impliquerait un réarrangement du squelette d’actine [88]. La protéine Rib, apparentée a la

protéine R28 de S. pyogenes, favorise la fixation de la bactérie aux cellules épithéliales [151].

La protéine B (Bac) codée par le géne bca situé¢ dans un transposon composite confére
¢galement une immunité protectrice chez la souris. Il a été montré que la protéine Bac se lie aux
sites Fc des IgA et du facteur H (FH). La capacité de Bac a se lier aux IgA permet a la souche
A909 déchapper a la réponse immunitaire, normalement déclenchée par la liaison des IgA au

CD89 [152]. De plus FH régule la voie alternative du complément, et FH li¢ a Bac conserve sa
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capacité a réguler négativement 1’activation du complément [152]. L'importance de la protéine 3
dans la virulence semble étre restreinte aux souches du complexe clonal 7; en effet parmi les
souches séquencées, le géne bac n'est retrouvé que dans les souches A909 et H36B. Ce geéne est
sous la forme d'un pseudogene dans les autres souches séquencées. Une étude récente a montré
que la transcription du géne bac est controlée par le régulateur BrgR [153] appartenant a un
systéme a deux composants (Sak188/Sak189), localis¢ en amont du geéne bac dans le méme ilot

génomique, de la souche A909.

b) La Laminine Binding Protein (Lmb) et la C5a peptidase

La protéine Lmb est une lipoprotéine qui permet 1’attachement de S. agalactiae a la laminine
humaine. La laminine est un des constituants majeurs de la lame basale et de la MEC. La
protéine Lmb participe a I’adhésion et a la colonisation des épithéliums [154]. Elle serait aussi
impliquée dans l'invasion des cellules endothéliales microvasculaires [155]. Le gene /mb est situé
dans un transposon composite de 16 kb flanqué de deux séquences d’insertion (IS) ISSag2 [156].
Ce transposon code également pour une autre protéine de surface la C5a peptidase (gene scpB)
qui est ancrée au peptidoglycane par un motif LPXTG. La C5a peptidase est, elle aussi,
importante pour l'interaction de la bactérie avec son hote. Elle est constitué de deux domaines.
Le domaine protéase N-terminal est impliqué dans I’inhibition de 1’activation du systéme
immunitaire par clivage du composant C5a du complément. Le domaine C-terminal correspond a
un domaine d’interactions a la fibronectine [157, 158]. Deux études montrent que la plupart des
souches d’origine humaine portent ces deux genes, alors que beaucoup de souches animales ne
les possédent pas [39, 156]. Il semblerait donc qu'il y ait une pression de sélection chez I'homme
pour la conservation de ces deux protéines, suggérant que ces protéines pourraient étre
importantes pour le portage chez 'homme, mais pas chez l'animal. Les génes /mb et scpB sont
pratiquement identiques (99 et 98% d'identité) aux genes /mb et scpB trouvés dans le "core"
génome de S. pyogenes. 1l est donc probable que ces geénes furent acquis par un transfert

horizontal récent.

La région intergénique entre scpB et /mb est un point chaud d’intégration pour 1’'IS1548 et

I’intron du groupe II GBSil. L’IS1548 est majoritairement retrouvée dans les souches du CC19.
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GBSil est lui principalement trouvé dans les souches du CC17. Les souches possédant 1’IS1548
présentent une expression accrue du gene /mb, conduisant a une augmentation de la quantité de
protéine Lmb a la surface, conférant une liaison accrue a la laminine. La délétion de I’IS dans ces
souches montre que ce phénotype est bien li¢ a la présence de I’IS [159]. Aucun régulateur de
S. agalactiae n'a été identifi¢ comme régulant directement 1'expression de ces deux protéines. En

particulier 1'expression de ces deux génes n'est pas modifiée dans le mutant AcovRS.

c) Les protéines FbsA et FbsB

Les genes fbsA (gbs1087) et fbsB (gbs0850) codent pour des protéines impliquées dans la
liaison au fibrinogene. La protéine FbsA est une protéine ancrée a la surface de la bactérie par
son motif LPXTG. Elle comporte un motif de 16 acides aminés impliqués dans la liaison au
fibrinogene [160] et répété de 3 a 30 fois selon les souches de S. agalactiae. La seconde protéine
de liaison au fibrinogene est FbsB/Fgag. Elle a été identifiée de fagon indépendante dans une
souche humaine [161] et dans une souche bovine [162]. La protéine FbsB, ne posséde pas de
motif LPXTG, ce qui suggere, qu'elle n’est pas ancrée a la surface, mais est sécrétée dans le
milieu extracellulaire [162]. De plus, il a été montré que la protéine de la souche bovine se lie au
fibrinogene bovin mais pas humain [162], ce qui confirme 1'adaptation de cette protéine a 1'hote
bovin.

Les souches hypervirulentes du complexe clonal CC17 et de sérotype III présentent une
capacité accrue de liaison au fibrinogéne [163], dans laquelle la protéine FbsB joue un rdle
majeur. Ce résultat différe de ceux obtenus pour la souche du CC23 et de serotype III (souche
6313), chez laquelle le role majeur est joué par FbsA[160]. De maniere intéressante, ces souches
des CC 17 et 23 possedent les deux genes fbsA et fbsB, mais les régulateurs de ces genes sont
différentiellement présents. En effet contrairement aux souches du CC17, la souche 6313
posséde un locus rgfBDAC non fonctionnel et code pour le régulateur RogB absent des souches

du CC17 [164]. (CF paragraphe sur les systemes de régulation)

d) La protéine riche en sérine Srr du locus secA42

Des glycoprotéines riches en sérine (constituée sur 75% de la protéine de répétition riches en

sérines SX) ont été identifiées dans différentes espeéces de streptocoques, staphylocoques et
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lactobaciles [165]. Ces protéines sont ancrées au peptidoglycane par un motif LPXTG. Les
protéines de cette famille ont des fonctions diverses dans l'interaction avec 1'hdte. La protéine
Hsa de S. gordonii permet l'adhésion a la fibronectine humaine, et a des glycoprotéines
membranaires de 1'hote [166-168]. Le géne codant pour cette protéine, srr, est inclus dans un
locus appelé locus secA2, codant un systéme de sécrétion alternatif. Le locus secA2 de la souche
NEM316 est constitué (i) des genes impliqués dans la formation du systéme de sécrétion: secA42,
secY2? et au moins trois genes codant pour des protéines accessoires, (ii) de sept
glycosyltransférases (iii) d'une protéine sécrétée riche en sérine, Srrl. Une analyse comparative
de la diversité des souches de S. agalactiae a indiqué la présence de deux types de locus secA?2
structurellement apparentés a ceux trouvés chez d’autres streptocoques. Le premier locus est
retrouvé au sein de souches appartenant a différents ST et code pour la protéine Srrl, alors que le
second locus semble restreint aux souches du CC17 hypervirulentes [39].

La protéine Srrl est ancrée a la surface de S. agalactiae par son motif LPXTG. Apres
synthese, la protéine est d'abord glycosylée, puis sécrétée par le systeme SecA2 et ancrée a la
surface de la bactérie via la sortase A. Les glycosyltransférases GtfA et GtfB, responsables de
I’attachement de résidus de N-acétylglucosamide (GlcNac) et d’acide sialique, sont essentielles
pour l'export de la protéine Srrl a la surface de la bactérie. Ce résultat indique que Srrl porrait
participer a I'évasion de S. agalactiae aux défenses de 1’hdte, en contribuant a la présentation
d’acide sialique a la surface de la bactérie. Par ailleurs, la glycosylation de Srrl rend la protéine
plus résistante aux attaques protéolytiques. Il a ét€ montré que Srrl se lie a la kératine humaine
K4, grace a un domaine de 157 AA situé en C-terminal, et participe 1’adhésion de S. agalactiae
aux cellules hépatiques HEp-2 [169]. Srrl contribue auusi a I’adhésion de la bactérie aux cellules
épithéliales humaines et a la virulence de la bactérie dans des modéles d’infections néonatales de
rat. La glycosylation de Srrl par les glycosyltransférases GtfC a GtfH permet la modulation de
I’adhérence bactérienne et de la virulence [86].

L’expression de srr/ est sous le controle du régulateur Rga codé par le géne divergent situé
en amont de s7r/. Cependant le régulateur Rga ne contrdle pas 1’expression des geénes en aval de
srrl, impliqués dans le transport et les modifications post-traductionnelles de la protéine. Une
analyse transcriptomique récente montre que I’expression de srr/ est induite lors d’une

incubation dans le sang [170].
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Figure 8: Organisation du locus secA2 dans les souches NEM316 et COH1 de S. agalactiae.

Les génes codant pour le régulateur transcriptionnel Rga, la protéine LPXTG Srr, les glycosyltransférases
sont respectivement colorés en rouge, violet, et bleu. Les génes correspondant aux protéines accessoires
sont en beige et ceux codant pour les deux protéines du systeme de sécrétion secY2 et secA2 sont en vert.
(d'aprés [86])

e) Les pili

S. agalactiae expose a sa surface des structures de type pilus. Ces structures sont
constituées de 3 protéines a motif LPXTG ou pilines: une piline majeure, et deux pilines
auxiliaires [85]. La premiere unité auxiliaire est ancrée a la sous-unité principale. La deuxiéme
permet 1’ancrage du pilus au peptidoglycane. L’assemblage du pilus est sous le controle de la
sortase de type A, codée par le "core" génome, qui permet 1’ancrage au peptidoglycane [171-
173], et de deux sortases de type C qui catalysent la polymérisation des pilines.

Les genes codant pour les trois pilines et les deux sortases C sont regroupés dans trois
types d’ilots génomiques localisés dans deux loci (PI-1 et PI-2), le locus PI-2 présentant deux
variants PI-2a et PI-2b. En supplément, I’ilot PI-1 code pour un régulateur transcriptionnel de
type AraC (frameshifté dans la souche NEM316) et une protéine de choc thermique, alors que
I’7lot PI-2a code pour un régulateur additionnel de type RogB, lequel est absent dans 1’1lot PI-2b

dépourvu de genes régulateurs.
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Figure 9 : Loci pili chez NEM316

Les génes codant pour les régulateurs transcriptionnels et les protéines LPXTG sont respectivement
indiqués en rouge et en violet. Les genes codant pour les quatres sortases de type C sont de couleur beige.
Dans le locus PI-2a constitué des génes gbs1479 a gbs1474 chez NEM316, gbs1478 (PilA), gbs1477
(PilB), et gbs1474 (PilC) codent pour les pilines, et ghs1476-75 codent pour les deux sortases C (SrtC3 et
SrtC4). PilB, correspond a la piline majeure; PilA, a I’adhésine associée au pilus, et PilC, a une protéine
accessoire [85].

Différentes études ont montré que les protéines PilA et PilB du pilus PI-2a sont impliquées
dans I’adhésion a différents types cellulaires, dont les cellules endothéliales de la barriere
hématoencéphalique [174], les cellules pulmonaires [85], et contribueraient a la translocation a
travers les barrieres épithéliales [175]. PilA et PilB de PI-2a participent également a la formation
de biofilms [173, 176]. Récemment, il a ét¢ démontré que la sous-unité PilB est un facteur de
virulence important dans un contexte néonatal chez la souris, pour la souche NEM316, mais ne
semble pas étre impliquée, dans cette souvhe, dans les mécanismes de résistance aux défenses
immunitaires innées de 1’hote; en effet, aucune différence n'a été observée entre le mutant ApilB
et le sauvage pour la phagocytose et la survie dans les macrophages, ni pour la résistance aux
peptides antimicrobiens (AMP-1D, LL-37, colistin, et polymyxin B) [177]. Ces résultats sont en
conflit avec ceux observés dans la souche hyper-hémolytique NCTC10/84 de sérotype V [178]
dans laquelle PilB participe a la résistance aux macrophages et aux neutrophiles et a la résistance
aux peptides antimicrobiens. Cette derniére étude montre également que la surexpression du
gene pilB chez L. lactis augmente la résistance de cette bactérie a la phagocytose, et rend cette
souche virulente dans un modele murin.

L’expression du gene pil4 du locus pilus PI-2a est sous le contrdle du régulateur RogB
(Gbs1479) [85] et sous le contrdle du régulateur Rga, également de la famille RofA-like, associé

au locus srr-secA2 [179].

f) L’adhésine Gbs2018

Cette protéine de surface est ancrée au peptidoglycane par son motif LPXTG. Les analyses

comparatives des génomes de S. agalactiae [39, 180] ont mis en évidence la structure mosaique
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du geéne codant pour cette famille de protéines. Dans les différentes souches, la région
promotrice est conservée, ainsi que les régions du géne codant pour les extrémités N et C
terminales de la protéine, mais les parties internes sont différentes. Les deux variants majoritaires
sont Gbs2018A, également appelé BibA [181], et Gbs2018C, qui est strictement spécifique des
clones hypervirulents ST17 [182], et est appelé HvgA pour « Hypervirulent GBS adhesin » [15].

BibA est impliqué dans la survie de GBS dans le sang humain et la résistance a la
phagocytose par les neutrophiles humains, et se lie a la protéine C4 humaine du complément
[181]. Des expériences d’adhésion a différents types cellulaires, de deux souches de référence
BM110 (sérotype Il et ST17) et NEM316 (sérotype III et ST23), qui expriment respectivement
HvgA et un variant de BibA, montrent que ces deux souches adhérent de facon similaire aux
cellules épithéliales pulmonaires. Cependant la souche BM110 adhére plus efficacement aux
cellules épithéliales intestinales, aux cellules de la barriere hémato-encéphalique et aux cellules
endothéliales. Le remplacement de BibA par HvgA dans la souche NEM316 confere a cette
souche un phénotype d’adhésion similaire a celui des souches ST17 [15]. En outre cette étude
montre également comment un facteur impliqué dans la colonisation intestinale peut devenir un
facteur de virulence dans un contexte néonatal, dans lequel la flore intestinale n’est pas encore
¢tablie et ne joue pas son role protecteur vis-a-vis des bactéries potentiellement pathogenes [15].
Comme cela a été démontré pour Gbs2018A/BibA [183] la transcription du géne hvgA est

activée dans un mutant ACovR.

3. L’opéron cyl

S. agalactiae est une bactérie béta hémolytique, ce qui signifie que, sur gélose au sang de
mouton, cette bactérie est capable de détruire complétement les globules rouges, conduisant a
l'apparition d'une zone claire autour de la colonie. L'hémolyse béta fait partie des premiers
criteres recherchés lors du dépistage de S. agalactiae. L’opéron cyl a été identifié par la
recherche; au sein d’une banque, des mutants ayant perdu cette capacité hémolytique [184].
L’opéron cyl est constitué de 12 genes cylX, cylD, cylG, acpC, cylZ, cylA, cylB, cylE, cylF, cyll,
cylJ, cylK, et est localisé dans I’ilot VI de NEM316. Ces genes codent pour: un transporteur
ABC (cylA, cylB), une protéine homologue a I’acyl carrier protéine (acpC), quatre protéines
potentiellement impliquées dans la biosynthése des acides gras (cylD, cylG, cylZ, cyll), et une

protéine agissant potentiellement comme glycosyltransférase (cylJ) apparentée aux UDP-
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glucuronosyltransferases [185]. Jusqu’a aujourd’hui 9 des 12 geénes de I’opéron cyl ont été
inactivés (acpC, cylZ, cylA, cylB, cylE, cylF, cyll, cylJ, et cylK). Les mutants sont tous
hémolytiques, a 1’exception du mutant cy/E [95], indiquant que la protéine CylE serait seul
responsable de l'activité hémolytique de S. agalactiae et de la pigmentation associée. Néanmoins
la nature de cette hémolysine reste énigmatique. Elle n'a pas par exemple été purifiée, et le lien
avec les autres genes de 1'opéron reste inconnu.

La B hémolysine/cytolysine (B-H/C) participe a I’échappement aux défenses immunitaires
par son action cytolytique sur les polynucléaires neutrophiles et les macrophages [186]. L’action
de cette toxine conduit a la formation de pores, entrainant la lyse des cellules épithéliales
pulmonaires et des cellules endothéliales. Un mutant de la B-H/C présente une diminution de sa
capacité a pénétrer la barriere hémato-encéphalique dans un modele murin [187]. Le pigment
orang¢ intervient également dans la survie a D'intérieur des phagocytes en raison de ses
propriétés antioxydantes [186, 188]. Ces deux facteurs agissent conjointement pour lutter contre

les défenses immunitaires phagocytaires [186].

L’expression de 1’opéron cy/ est reprimée par le systéme a deux composants CovRS, et

est activée par le régulateur simple RovS [183, 189, 190].
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Figure 10: Organisation de I'opéron cy! chez S. agalactiae.

Les génes codant pour 'ABC transporteur sont indiqués en vert, les génes codant pour des protéines
potentiellement impliquées dans la synthése des acides gras sont indiqués en orange, les autres genes de
'opéron sont en bleu. La présence d'un site de fixation de CovR en amont du promoteur Pcy/ est indiqué
par la présence d'un rond gris.

IV. 8. agalactiae une bactérie riche en systémes de régulation

Les données de l'annotation du génome de la souche de S. agalactiae NEM316 ont
permis d'identifier 107 génes codant pour des régulateurs transcriptionnels potentiels,
représentant 5% des génes prédits. En ce qui concerne les systémes de transduction du signal
utilisés chez les procaryotes, la plupart impliquent des systémes a deux composants (TCSs). Ces
systémes sont constitués d’une protéine histidine kinase (HK) située le plus souvent au niveau de
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la membrane et d’une protéine régulatrice (RR, pour « response regulator ») (Figure 11). La
protéine HK est constituée de quatre domaines: le domaine senseur qui est impliqué dans la
perception du signal, un domaine constitu¢ de deux hélices transmembranaires, le domaine
catalytique (CA) également impliqué dans la liaison a I'ATP, et le domaine de dimérisation
(DHp) qui contient le résidu histidine conservé qui va étre phosphorylée lors de l'activation du
systéme. L’autophosphorylation au niveau d’un résidu histidine de la protéine HK est régulée par
des stimuli environnementaux, puis le groupement phosphate est transféré a un résidu aspartate
de la protéine régulatrice, qui agit comme régulateur transcriptionnel, conduisant a l'activation ou

la repression des geénes cibles.
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Figure 11: Les systémes a deux composants et voies de transduction du signal

A. Différences entre les voies de transduction du signal impliquant soit des régulateurs simples, soit des
régulateurs appartenant a des systémes a deux composants (d'aprés [191]). B. Représentation des
domaines de I'Histidine Kinase et du régulateur transcriptionnel impliqués dans la voie de signalisation

des systemes a deux composants (d'apres [192]).

De nombreuses bactéries pathogénes sont capables de s’adapter aux différents
environnements qu’elles rencontrent au cours de leur cycle d’infection, cette capacité
d’adaptation faisant souvent intervenir des TCSs. Le génome de la souche de S. agalactiae
NEM316 code pour 20 systemes a deux composantes. Ce nombre est plus élevé que dans les
especes proches: 14 chez S. pneumoniae et S. mutans, 13 chez S. pyogenes, 10 pour
S. thermophilus, et seulement 8 chez L. lactis [193-196]. Cette observation suggere que
S. agalactiae doit répondre plus finement a différents parameétres environnementaux ou a un plus

grand nombre de stimuli, comparé a ces espéces phylogénétiquement proches. Le systetme de
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transduction du signal chez S. agalactiae est également constitué d’une Sérine/Thréonine kinase

(Stk1) [197], et sa phosphatase antagoniste Stpl.

Tableau 2: Liste des régulateurs transcriptionnels de la souche NEM316 de S. agalactiae

87 Régulateurs hrcA (gbs0094), 6 famille Lacl (gbs0118, gbs0804, gbs1509, gbs1736,
gbs1849, gbs1884), 4 famille MarR (gbs0150, gbs0330, gbs0816, gbs1402), 13
famille Cro/cl/XRE (gbs0168, gbs0207, gbs0212, gbs0475, gbs0833,gbs1147,
gbs1196, gbs1327, gbs1344, gbs1761, gbs1972, gbs1994, gbs2117), 1 famille
21 familles BglG (gbs0191), 2 famille rgg/GadR/MutR (gbs0230, gbs1555), 6 famille
TetR/AcrR (gbs0250, gbs0468, gbs0617-18, gbs1381, gbs1693, gbs2094), 6
famille DeoR/ SorC (gbs0314, gbs0315, gbs1337, gbs1418, gbs1923,
gbs1975), 2 famille LytR (gbs0355, gbs0612), 1 famille CopY (gbs0420), 1
famille Fur (gbs0427), 5 famille MerR (gbs0462, gbs1699, gbs1793, gbs1807
(glnR), gbs1958), 5 famille AraC/XylS (gbs0458, gbs0469, gbs0626-27,
gbs1173, gbs1221), 3 ArgR (gbs0546, gbs2055, gbs2119), 4 famille LysR
(gbs0666, gbs1249 (cpsY), gbs1437, gbs1582), ccpA (gbs0680), 1 famille
OmpR (gbs0685), 5 famille GntR (gbs0672, gbs0928, gbs0954, gbs1201,
gbs2027), 1 famille CoiA (gbs0823), BirA (gbs0848), 2 famille PhoU
(gbs1022, gbs1949), 3 famille RofA (gbs1426,gbs1479,gbs1530), 2 famille
PyrR et PurR (gbs1434, gbs1815), 1 famille CodY (gbs1719), 2 famille

Fe dep rprC(gbs1590, gbs1749),3 famille FNR/CRP (gbs1780, gbs1882,
gbs2120), CtsR (gbs1870), famille inconnue (gbs0267, gbs0342).

simples

20 systeémes a gbs0121-22, gbs0180-81, ghs0298-99, gbs0309-10 (LiaSR), gbs0429-30,
gbs0597-98 (VncRS), gbs0741-42 (walRK), gbs0963-64 (graRS), ghbs1019-1020
(ciaRH), gbs1051-52, gbs1397-98 (relRS), gbs1671-72 (covRS), gbs1834-35
(dItRS), gbs1908-09 (sivSR), gbs1934-35, gbs1943-44 (rgfCA), gbs1947-48
(phoRB), gbs2009-10, gbs2081-82, gbs2086-87.

deux composants

Au moment de la rédaction de cette introduction peu de ces systémes de régulations ont
été étudiés en détails. La plupart des régulateurs étudiés jusqu'ici correspondent a des régulateurs
localisés a proximité de genes codant pour des protéines de surface ou des facteurs de virulence,
ou sont homologues a des régulateurs intervenant sur l'expression de protéines de surface et de

facteurs de virulence d'autres streptocoques, en particulier S. pyogenes.

A. Les systémes a deux composants

1. CovRS

Le systéme CovRS, également appelé CsrRS, a été identifié a l'origine chez S. pyogenes,
ou sa mutation entraine un phénotype de colonies mucoides, en raison de l'augmentation de la
production de la capsule d'acide hyaluronique [198]. Le mutant AcovR de S. pyogenes est hyper

virulent dans un mode¢le d’infections invasives chez la souris et présente une résistance accrue a
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la phagocytose par des leucocytes humains [198-200]. Par ailleurs des mutants des genes covR et
covS sont fréquemment isolés d'infections invasives [201, 202]. Des données transcriptomiques
montrent que CovR réprime directement ou indirectement 15% des geénes de S. pyogenes, dont
de nombreux génes codant pour des protéines de surface ou des protéines sécrétées, qui sont

potentiellement impliquées dans les interactions entre la bactérie et son hote [203].

Chez S. agalactiae, le mutant 4AcovRS présente de nombreux changements phénotypiques:
il est incapable de se multiplier en milieu minimum RPMI, et sa viabilité¢ dans du sérum humain
est fortement affectée en comparaison avec la souche sauvage. En outre, ce mutant présente une
activité hémolytique accrue et son activit¢ CAMP est fortement diminuée. Ce mutant présente
¢galement une meilleure adhésion aux cellules épithéliales et une virulence accrue dans des
modeles d’infections néonatales chez le rat. Les données de transcriptomes indiquent que, chez
S. agalactiae, tout comme chez S. pyogenes, CovRS joue un rdle central. L’expression de 76
genes est induite et celle de 63 geénes est réprimée dans le double mutant, soit 7% des genes du
génome de GBS [183]. De nombreux genes codant pour des composants de surface sont induits
dans le double mutant (fbsA, gbs0451, gbs0791, gbs1087, bibA), ainsi que l'opéron cyl. Au
contraire, I’opéron codant pour la capsule semble un peu réprimé chez le mutant, permettant aux
adhésines de surface d’étre potentiellement plus accessibles. Le géne cfb (gbs2000) codant pour
le facteur CAMP est lui aussi réprimé. Enfin les génes codant pour trois systemes de type ABC
sont fortement réprimés, les défauts de croissance observés pouvant étre liés a ces modifications

métaboliques.

Chez S. agalactiae, la fixation spécifique de CovR aux régions promotrices des genes
gbs2018, gbs1895, et cylX a été montrée in vitro. L’analyse comparée de ces régions d’ADN a
permis d’identifier une séquence de 9 nucléotides conservés S’TATTTTAAT3’ [183]. Ce motif
semble nécessaire, mais pas suffisant pour la reconnaissance des promoteurs cibles de CovR. Il a
¢été montré que la phosphorylation de CovR par CovS, au niveau du résidu aspartate 53, stimulait
sa liaison aux séquences promotrices cibles chez S. pyogenes [204] et chez S. agalactiae [197],
augmentant respectivement 1’effet répresseur et 1’effet activateur de CovR sur cy/E et sur cfb
[189]. Au contraire, une autre étude réalisée chez S. agalactiae indique, que la Serine/Thréonine
Kinase Stk1 induit l'expression de cylE, et réprime celle du géne cfb, et que son action est
dépendante de CovR [190]. 1l a été démontré que la phosphorylation de CovR par Stk1 au niveau
de la thréonine 65 le rend inactif [197].
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Bien qu'il soit reconnu que, chez S. pyogenes, le senseur CovS répond a des modifications
de la concentration extracellulaire de Mg>" [205, 206], chez S. agalactiae cela ne semble pas étre
le cas et le stimulus ressenti par CovS n'est pas identifié [189]. Cette différence peut étre lice a la
faible conservation du domaine N-terminal de la protéine senseur CovS chez ces deux especes

(36% d'identité).

En résumé, bien que les systemes orthologues CovRS chez S. agalactiae et S. pyogenes
controlent des geénes appartenant aux mémes classes fonctionnelles (facteurs de virulence,
protéines de surface ou sécrétées), les genes régulés par ces systemes ne sont généralement pas
orthologues, alors que les deux espéces sont proches phylogénétiquement. Ces systémes
semblent également ne pas répondre aux mémes stimuli dans les deux especes. Ces différences
reflétent probablement 1’adaptation des deux pathogénes aux environnements spécifiques qu’ils
rencontrent. En outre, ces résultats montrent 1’existence de deux systémes de phosphorylation
impliqués dans le controle de ’activité d’un méme régulateur transcriptionnel, permettant ainsi

une régulation fine de 1’expression de nombreux facteurs importants pour I’interaction avec

I’hote.
2. DItRS
PdItR PditA

S. agalactiae - IR

S. infantarius Atk dits | ditA dits ditc  ditD Figure 12 : Organisation
de ’opéron dit au sein du

) Pdlt genre streptocoque

Other r d'apres [141]

streptococcus ditA ditg ditc  ditD

Contrairement aux autres bactéries a Gram positif, S. agalactiae posséde deux geénes dltR
et ditS codant pour un TCS, en amont de I'opéron dltABCD, qui code pour les enzymes
impliquées dans le processus de D-alanylation du LTA (voir paragraphe IIIl. A. 1. b.). La
protéine DItR fait partie des régulateurs de la famille OmpR. Chez S. agalatciae, I'opéron dlt est

transcrit a partir de deux promoteurs Pd/fR et PdltA localisés respectivement en amont des genes
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dItR et a la fin du geéne ditS (voir Figure 12)[141]. La transcription se fait principalement a partir
du promoteur PdltR, qui conduit a la synthése d’un transcrit de 6.5 kb contenant I’ensemble de
I’opéron dltRSABCD. En l'absence de D-alanylation (par exemple dans un mutant dit4’),
I’expression des deux promoteurs est induite. L’induction du promoteur Pd/tR dépend de I’action
de DItR contrairement a celle du promoteur Pd/t4. Cependant dans le double mutant d/tRA",
l'activité du promoteur PdltR n'est pas nulle [141]. Le systetme DItRS serait impliqué dans le
controle et dans le maintien du taux de D-alanylation du LTA en fonction des conditions
environnementales. Au cours de ma thése je me suis intéressée a la réponse de S. agalactiae a

I’absence de D-alanylation, au role de DItR dans cette réponse et a la régulation de I’opéron d!z.

3. CiaRH

Ce systetme a initialement ét¢ identifié en 1994, chez S. pneumoniae, au cours de la
recherche de mutants spontanément résistants aux beta-lactamases [207]. La mutation du gene
codant pour I’histidine kinase ciaH (ciaH306; T230P) conduit a une augmentation de la
résistance aux beta-lactamases et a une perte de la compétence; en conséquence ce systéme a été
appelé CiaRH (Cia pour « Competence Induction and Altered cefotaxime susceptibility » [207]).
Une approche par immunoprécipitation couplée a une hybridation sur puce a ADN a permis de
définir 26 sites de fixation de CiaR, localisés dans 18 régions chromosomiques [208]. Ces
observations, associées a trois analyses transcriptomiques distinctes, ont conduit a la prédiction
d'un "core" régulon de huit loci: manLMN (un systeme de transport du mannose), axe/ (xylan
esterase), 1’opéron cy/ (un systéme codant pour une toxine cytolytique), I’opéron mal/MP (un
systeme de transport du maltose), I’opéron dlt, htrA (sérine protéase), I’opéron lic (impliqué dans
la synthése de I’acide inteichoique) et ciaRH [208-210]. L analyse des séquences promotrices de
ces loci a permis I’identification d’une séquence consensus, TTTAAG-NS-TTTAAG, dix
nucléotides en amont de la boite -10 [211]. Chez S. pneumoniae, CiaRH régule I'expression de 5
csRNA (cia dependent small RNA), ces 5 csRNA correspondent a 4 sites de fixation de CiaR
observés dans l'expérience d'immunoprécipitation [208]. Par la suite le systtme CiaRH a
¢galement été étudié chez différentes espéces du genre streptocoque: S. mutans [212-214],

S. gordonii [213], S. suis [215] et S. agalactiae [216].
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L’¢étude réalisée dans la souche COHI1 de S. agalactiae, montre que le régulateur CiaR est
important pour la virulence de S. agalactiae: le mutant AciaR est fortement affecté dans sa survie
intracellulaire, dans les neutrophiles et les macrophages et présente une sensibilité accrue aux
peptides antimicrobiens, au lysozyme et aux espéces réactives oxygénées. En outre, des
expériences de compétition chez la souris montrent que le mutant posséde une survie altérée
dans le sang. Une analyse transcriptomique indique que I’expression de 6 génes est diminuée et
celle de 1 gene est augmentée. Parmi ces sept génes figurent ciaR (gbsl020), une peptidase
(gbs0030), une protéine de la famille PAP2 (gbsl195), une oxydoréductase (ghbs0196) et une

protéine conservée de fonction inconnue (gbs2003)[216].

Récemment, une étude bioinformatique basée sur la conservation des protéines CiaR entre
les streptocoques (pourcentage d’identit¢ de 80 a 99% par rapport a la séquence de
S. pneumoniae R6), a permis la prédiction de 40 petits ARNs potentiellement régulés par CiaR,
appelés csRNA comme chez S. pneumoniae, dans différentes especes de streptocoques [217].
Tous les génomes de streptocoques ¢tudiés comportent des csRNA, et leur nombre varie de 2 a
6. Chez S. agalactiae 4 csRNA ont été prédits (Figure 13). Bien que la fonction de ces csRNA
reste inconnue, l'analyse de leurs séquences suggere qu'ils empécheraient la traduction d'ARNs
messagers cibles, en se fixant au niveau de la séquence de reconnaissance du ribosome (la

séquence Shine Dalagarno).
Au cours de ma these, je me suis intéressée au réle de CiaRH dans la réponse mise en

place par la bactérie en l'absence de D-alanylation, et également de son role dans la régulation de

I’opéron dlt.
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Figure 13 : Structure secondaire et localisation de csRNA chez S. agalactiae.

Réalisée d’apres [217]. La structure secondaire a été prédite par le programme Mfold. Les séquences
potentiellement complémentaires a la séquence Shine Dalagarno et le site d’initiation de la traduction sont
soulignés et indiqués en rouge. Une séquence retrouvée et conservée dans tous les csRNA est soulignée et
indiquée en bleu. Les csRNA sont indiqués par des fleches rouges permettant de visualiser la localisation
et l'orientation de ces petits ARNs par rapport aux génes encadrants.

4. RgfBDAC ("Regulatory of Fibrinogen binding")

Ce systeme a ¢€té identifi¢ suite a la recherche de mutants affectés dans leur capacité a se
lier au fibrinogeéne [218]. Les quatres genes rgfBDAC sont transcrits en un seul ARNm. rgfD
code pour un peptide hormone, rgfC une histidine kinase, et »gf4 un régulateur transcriptionnel.
Le phénotype du mutant s'explique par l'augmentation de 1’expression du gene scpB (CSa
peptidase) dans le mutant ArgfC. Une étude récente montre que RgfAC est également impliqué
dans I’activation de la transcription du geéne fbsB et dans la répression du gene fbsA [219]. Le
régulateur RovS (voir plus bas) réprime également directement I'expression de fbsA. Le niveau
de transcription du gene rovS n’étant pas modifi¢ dans le mutant Argf4C, il semblerait que le

contréle de RgfAC sur I’expression du géne fbsA soit indépendant de RovS [219].
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Parmi les souches séquencées, I'opéron rgf est intact uniquement dans les souches COHI
(ST17), et CIBI111 (ST1). Dans les souches H36B (ST6) et A909 (ST7), le géne rgf4 contient un
codon stop en phase et est tres altéré dans les autres souches, dont les ST23. Le géne codant pour
I'HK manque également dans ces autres souches. Ce polymorphisme dans le locus rgfABCD
explique en grande partie pourquoi les protéines impliquées dans la liaison au fibrinogéne sont
essentiellement FbsB dans les souches du ST17 et FbsA dans les souches du ST23. L’ implication
majoritaire de FbsB dans les souches du CC17, peut s’expliquer par l'inhibition de 1’expression
du géne fbsA par deux mécanismes: tout d'abord par I’effet inhibiteur du systéme RgfAC, et par
I’absence du gene codant pour RogB, un activateur de fbsA (voir plus bas) [164, 219].

B. Les Régulateurs simple (stand alone)

1. RovsS et les régulateurs de la famille Rgg

Les protéines codées par les geénes gbs0230, gbsl555 et gbs2117 présentent des
similarités significatives avec des protéines régulatrices de la famille Rgg, qui contrélent chez
S. pyogenes l'expression de nombreux geénes de virulence connus ou putatifs.

Chez S. agalactiae 1a délétion de rovS (ghs1555) conduit a une augmentation de la liaison
de la bactérie au fibrinogéne et aux cellules épithéliales pulmonaires A549, suggérant que RovS
régule la liaison de la bactérie a la MEC et aux cellules épithéliales de 1'hote [220]. 1l a été
montré par RT-qPCR et retard sur gel, que RovS régule directement l'expression des genes fbsA,
gbs0230, sodA et cyl. Le site de fixation de RovS est une séquence palindromique espacée de 6/7
nucléotides dont le consensus est: AWAAWVHTDAW-Ng7-WTKWWAMDWAK. Des sites
potentiels de fixation de RovS ont été prédits dans la souche NEM316 par le programme Predict
Regulon [221] au niveau des séquences promotrices de 5 geénes du métabolisme central
(gbs0091, gbs0871, gbs1088, gbs1376, et gbs2122), huit genes de fonction inconnue (gbs0399,
gbs0662, gbs0729, gbs0828, gbs0967, gbs0980, gbs1202, et ghs2112), cinq régulateurs
transcriptionnels ou protéines de l'appareil de transcription (gbs0094, gbs0425, gbsl381,
gbs1509, et gbs1712), quatre transporteurs putatifs (gbs0119, gbs1332, gbs2007, et gbs2017), et
trois genes codant pour des protéines de surface (ghs0451, gbsi1478, et gbs1998). L'ensemble de
ces résultats indique que RovS pourrait controler l'expression d'un grand nombre de génes
différents chez S. agalactiae [220]. Néanmoins la validation expérimentale de ces prédictions n'a
pas été réalisée.
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2. RogB

Le génome de la souche NEM316 contient trois génes codant pour des régulateurs
transcriptionnels de la famille des RofA-Like Protein (RALP) ghs1479 (rogB), gbs1530 (rga) et
gbs1426. Le geéne rogB est associé au locus pilus PI-2a et rga au locus sec42. Le géne gbsl146
est situé dans le "core" génome et n'est pas associ¢ a des genes codants pour des composés de
I'enveloppe. Chez S. pyogenes les régulateurs RofA et Nra contrélent l'expression de genes qui
codent pour des protéines médiant l'interaction de la bactérie avec la MEC. Chez S. agalactiae le
mutant de la souche 6313 déficient pour rogB est affecté dans sa capacité a se lier au fibrinogéne
et a la fibronectine. Ce mutant présente ¢galement une adhérence réduite aux cellules épithéliales
[85], mais n'est pas altéré dans sa capacité d'invasion des cellules eucaryotes [164]. Des analyses
par qRT-PCR ont montré que RogB stimule I'expression des génes fbsA, rogB, ghs1478-gbs1477
et réprime l'expression du géne cps4. Le régulateur transcriptionnel RogB semble induire sa
propre expression [164]. Le réle de RogB dans I'expression du locus pilus I-2a a été confirmé
dans une étude réalisée dans la souche NEM316 [85]. Dans les souche 2603V/R et IM9130013,
le géne rogB est inactivé par une délétion d'une base conduisant a un décalage du cadre de
lecture, cette inactivation du géne rogB explique que la souche JM9130013 n'exprime a sa

surface que le pilus I-1 [85, 222].

L'ensemble de ces résultats montre que chez S. agalactiae 'expression d'un méme facteur
de virulence peut étre controlée par différents systemes de régulations. Ces systémes de
régulations sont particulierement abondants chez S. agalactiae. Le polymorphisme au niveau de
la présence et/ou l'expression de ces systemes de régulations est un élément important pour

expliquer la diversité des souches et éventuellement la différence de virulence entre les souches.
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C. Adaptation a différents environnements: études
transcriptomiques

Plusieurs études transcriptomiques, publiées récemment, traitent de la réponse mise en
place par S. agalactiae dans différents environnements, ou suite a des modifications
environnementales. Les différents facteurs testés sont regroupés dans le tableau 3, et
correspondent entre autre a l'incubation en milieu sanguin, la variation de la température, la
croissance en liquide amniotique. L'incubation de S. agalactiae pendant 30 ou 90 minutes dans le
sang humain conduit a la modification de l'expression de 792 genes, qui sont pour la majorité
(83%) réprimés, tels que 1’opéron codant pour la capsule et pour 1’antigéne B. Cette réponse
semble faire intervenir un grand nombre de régulateurs transcriptionnels (28 régulateurs sont
différentiellement exprimés). De fagon intéressante, parmi les génes dont 1’expression est induite
par le sang sont retrouvés les génes bibA (la protéine BibA qui est capable de se fixer a la
protéine C4), fbsA, gbs1420 (bsp), gbs0608 (enolase) et gapC (GADPH). Ces transcriptomes
montrent que I’exposition au sang induit I’expression de facteurs qui contribuent a la survie dans

le sang et favorisent et la dissémination de S. agalactiae vers d’autres sites anatomiques [170].

Les variations de température affecteraient essentiellement la transcription des génes de
S. agalactiae pendant la phase stationnaire, avec 25% des genes différentiellement exprimés.
L’expression de certain facteurs de virulence, ou protéines de surface, est induite a 40°C. Ce qui
est le cas par exemple de I’opéron cy/, codant pour I’hémolysine, et de 7 génes codant pour des
protéines a motif LPXTG, dont BibA, ScpB, Str-1, et des protéines de fonctions inconnues
comme Gbs1929, Gbs0428, Gbs1288 et Gbs1403. Au contraire, I’expression d’autres protéines
LPXTG est induite a 30°C, ce qui est le cas de ghbs0451 (ScpA) et de ghs2008. L’expression des
génes codant pour des protéines impliquées dans le métabolisme des purines et ’homéostasie des

ions est également significativement induite a 40°C [223].

Le liquide amniotique est un milieu relativement pauvre en nutriment et est constitué
principalement d’eau, d’urée, d’une faible quantité d’acides aminés, de kératine et de protéines
[224-226]. La comparaison des réponses transcriptomiques lors d’une croissance en liquide
amniotique humain et en TH (Todd Hewith milieu riche), montre que la majorité de différences
observées concernent des genes impliqués dans le métabolisme des acides aminés, des

carbohydrates et des nucléotides. De maniere surprenante S. agalactiae est capable de se diviser
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rapidement dans le liquide amniotique et aucune réponse classique au stress n'est observée. Il
semblerait que S. agalactiae s’adapte facilement au liquide amniotique et ne présente pas de
réponse classique au stress. L'expression de plusieurs TCSs est réprimée en condition de
croissance dans le liquide amniotique, comme les systemes Gbs1397/1398, CovRS, Gbs1934, et
RgfA. Gbs1397/1398 possede 78% de similarité avec le systeme SptRS de GAS (Spy874/875),
et est requis pour la survie dans la salive, I’expression de facteurs de virulence et I'utilisation de
carbohydrates chez GAS [227]. La croissance en liquide amniotique modifie aussi 1'expression
de facteurs de virulence. En particulier, elle réprime 1’expression de 1’opéron cyl, du gene lmb,
du locus pilus PI-2a, de I’alpha like protéine alp2, et induit I’expression de la capsule et du

facteur CAMP [228].

Dans ces trois analyses, le nombre de geéne différentiellement exprimé est tres élevé

(Jusqu'a 1078 geénes) rendant l'interprétation des résultats difficile.

Tableau 3: Liste des analyses transcriptomiques réalisées dans S. agalactiae.

Condition Souche Reference
Réponse suite a une incubation dans le sang de 30 NEM316 [170]
min ou 90min

Croissance en TH a 30 et 40°C a différentes étapes NEM316 [223]
de la phase de croissance.

Comparaison croissance en TH et dans le liquide =~ NEM316 [228]
amniotique

Régulation génique au cours de la phase de NEM316 [229]
croissance

Analyse du régulon CovRS NEM316 [183]
Comparaison du régulon CovRS dans les souches NEM316, [230]
NEM316, 515 et A909 515, A909

Régulation de facteurs de virulence par CovRS en  2603V/R [231]
réponse au pH environnemental

Analyse du régulon MtaR COH1 [232]
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V. Eléments génétiques mobiles (EGMs) et évolution du
génome chez S. agalactiae

A.  Structure composite du genome de S. agalactiae

En 2002, les séquences génomiques de deux souches (NEM316 et 2603V/R) ont été publiées
[125, 233]. Les analyses des génomes de ces deux souches ont mises en évidence 1'organisation
composite du génome de S. agalactiae. L’étude d’Hervé Tettelin €tait basée sur 1’analyse par
CGH de 19 souches de S. agalactiae [234]. Alors que celle réalisée au laboratoire se fondait sur
la comparaison avec les autres génomes de Streptocoques, publiés a 1’époque, et en particulier
avec S. pyogenes [125]. Cette notion a été étendue par la suite avec 1'analyse comparative de huit
génomes de S. agalactiae [234] et de 75 souches, par la technique de CGH [39]. Les génes
spécifiques de S. agalactiae appartiennent a deux groupes. Le premier groupe de genes
spécifiques a S. agalactiae représente 468 geénes (pour NEM316 par rapport a S. pyogenes)
répartis en petites régions sur le core génome. Ces petites régions ne présentent pas de
caractéristiques similaires a celles des EGMs et sont potentiellement impliquées dans
I’interaction avec 1’environnement car elles codent en particulier pour des protéines de surface,
ou des systemes d’utilisation de sucres. Certains de ces geénes variables sont regroupés dans sept
régions localisées aux mémes positions relatives sur les chromosomes, indiquant un
remplacement génique par recombinaison au cours de I’évolution [39, 233]. Ces sept régions
correspondent: (1) aux genes codant pour les protéines nécessaires a la synthése du
polysaccharide capsulaire, (2) aux deux régions codant pour des structures de type pilus, (3) au
locus secA2, (4) au gene codant pour la protéine RS (également appelée BPS) spécifique de la
souche 2603V/R, qui est remplacé par deux génes codant pour un ABC transporteur (gbs400-
01) dans les sept autres souches séquencées, (5) au locus gbsl740-48, qui est remplacé par 7
génes de fonctions inconnues dans les souches A909 et 2603V/R, (6) a la région SAK 0184-91
codant pour I’antigéne B (bca), (7) un systéeme a deux composants présent uniquement chez
A909 et H36B. Le second groupe contient les génes regroupés dans des régions chromosomiques
correspondant a des éléments génétiques mobiles (EGMs) probables (soit 13 et 14 EGMs,
respectivement dans les génomes des souches 2603V/R et NEM316). Au sein de ces EGMs des
genes codant pour des fonctions potentiellement impliquées dans le transfert et la réplication ont

¢été identifiés. De plus, 6 de ces EGMs sont situés a proximité de génes codant pour des ARNt et
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certains présentent un pourcentage en G+C différent du reste du génome. L'ensemble de ces

observations suggere que l'acquisition de ces EGMs s'est faite par transfert horizontal.

B. Les ICEs des EGMs particuliers

Les EGMs sont des segments d'ADN codant pour les protéines nécessaires a leurs propres
mouvements intracellulaires et intercellulaires. Les EGMs étaient traditionellement classés en
différentes familles: les bactériophages, qui a 1’état lysogene sont intégrés dans le chromosome,
les plasmides, qui sont des structures capables de réplication autonome, les intégrons, les
transposons, les transposons conjugatifs, récemment renommeés ICEs (pour "Integrative and
Conjugative Elements"), et les séquences d'insertion (IS). Il a été démontré que les EGMs jouent
un role important dans le transfert génétique horizontal. Ils participent au transfert d'un grand
nombre de geénes codant pour des protéines impliquées dans diverses fonctions cellulaires
accessoires, tels que la résistance aux antibiotiques, le catabolisme des xénobiotiques, la
pathogénicité et la symbiose. Le maintien de ces EGMs au sein de la bactérie hote suggere qu'ils
lui conférent un avantage sélectif. Par exemple, la conservation du systtme ABC
osmoprotectant, ainsi que les genes de la voie de déamination de l'arginine contenus dans les
ilots I et XIV de la souche NEM316, pourraient étre un avantage dans la résistance aux chocs
osmotiques,ainsi que pour la tolérance a I’acidité. D'autres EGMs de S. agalactiae sont porteurs
de génes codant pour des protéines impliquées dans les mécanismes de résistances aux métaux
lourds ou aux antibiotiques. Comme par exemple, 'lCE_Sa2603_rpIL et 'ICE_Sa2603_tRNA"
de la souche 2603 V/R, qui codent tous les deux pour un systeme de résistance aux meétaux
lourds [235]. L'ICE Sa2603 rplL porte également des génes codant pour des pompes d’efflux
aux macrolides Mef(E) et Msr(D) [235].

La résistance a la tétracycline chez S. agalactiae est expliquée dans 88% des cas par la
présence d’un ICE apparenté a Tn916 au sein du génome de la souche [148]. Le transfert de
Tn916 au sein de S. agalactiae a été testé par conjugaison [235]. Aucune preuve directe de
transfert n’a été obtenue dans les conditions du laboratoire. Il est possible que les Tn916
observés dans les différentes souches aient été acquis: de maniére indépendante, ou que le
transfert de Tn916 dépende d'une mobilisation par un autre élément conjugatif, ou du transfert de

grands fragments chromosomiques par conjugaison [236].
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Les ICEs correspondent a des EGMs chimeéres, ils possédent une machinerie
d'insertion/excision, similaire a celle des bactériophages ou des transposons, et sont également
capables de se transférer dans une autre bactérie par conjugaison, comme certains plasmides. Au

cours de ma thése je me suis intéressée a 1'étude d'une nouvelle famille d'[CEs, les TnGBS.

C. Mobilitée des ICEs par conjugaison

Les ICEs correspondent a la combinaison de modules fonctionnels [237]. Les modules
des ICEs peuvent étre regroupés en différentes catégories fonctionnelles: 1'excision/intégration,
la mobilisation, le transfert, la régulation, la réplication et les fonctions accessoires [237, 238]. A
l'exception des fonctions accessoires, ces fonctions sont toutes en relation avec le processus de

conjugaison.

1. Description du processus de conjugaison

Le processus de conjugaison a été étudié chez différentes bactéries gram positif, en
prenant comme modeles différents plasmides conjugatifs tels que pCF10, pIP501 et différents
ICEs comme Tn916. Le transfert d'un élément génétique par conjugaison nécessite un contact
physique stable entre une bactérie donatrice, porteuse de I'ICE, et une bactérie réceptrice. Ce
contact permet la mise en place d'un pore assurant le transfert d'ADN a travers les membranes
des deux bactéries. Au cours du processus de conjugaison, I'ICE va se trouver sous différents
¢tats dans les bactéries donatrice et réceptrice (Figure 14). L'ICE, présent sous forme intégrée
dans le génome de la bactérie donatrice, s'excise et se circularise. La forme circulaire est

transférée par conjugaison, puis elle s'intégre dans le génome de la bactérie réceptrice.
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Figure 14: Différentes étapes du processus de conjugaison des ICEs.

a) Excision de I'ICE, premiére étape de la conjugaison

La production d’une forme circulaire de I’ICE est catalysée par une enzyme, codée par un
géne porté par 1’élément. L’excision des ICEs peut dépendre de 1’action d’une tyrosine
recombinase (Tn1545, Tn916, pSAM?2, ICEBs1), ou d’une serine recombinase (Tn5397) [239].
Ces différentes enzymes catalysent I’échange de brins, conduisant a la formation d’une forme
circulaire d’un élément et a I'intégration de celle-ci [240, 241]. Plusieurs tyrosine et sérine
recombinases nécessitent la présence de facteurs accessoires pour controler et diriger la réaction
de recombinaison (insertion versus excision) [240]. L'excision de Tn916 dans la bactérie
donatrice nécessite a la fois l'action de l'intégrase et d'une excisionase. Pour Tn916 et les ICEs
proches, la circularisation de I’ICE est requise pour 1’expression du module de transfert. En effet,
il a été montré que le promoteur controlant I’expression du module de conjugaison se situe de
part et d’autre du site attl présent dans la forme circulaire de I’élément [242]. L’excision des

ICEs apparait donc comme la premiére étape nécessaire a leur transfert par conjugaison

b) Etablissement du contact entre les bactéries

Chez les bactéries a Gram négatif, le contact est établi par une structure protéique
filamenteuse extra-cellulaire appelée pilus sexuel, dont la base est ancrée dans la membrane

interne par un systéme similaire aux systémes de sécrétion de type IV (T4SS Type 4 sécrétion
57



system). Le pilus croit grace a la polymérisation de sous-unités de piline, et contacte la cellule
réceptrice. Plusieurs pili conjugatifs reconnaissent et se fixent spécifiquement aux
lipopolysaccharides des parois bactériennes [243]. Puis le pilus se rétracte grace a la
dépolymérisation des pilines, diminuant ainsi la distance intercellulaire. La rétraction du pilus est
supposée €tre une réponse a la fixation d’une cellule réceptrice a I’extrémité du pilus [244]. Une
fois que les cellules donatrices et réceptrices se sont rapprochées, un pore de conjugaison est mis
en place. Des études récentes démontrent que la lumiére du pilus permet le transport d’ADN

simple-brin et son entrée dans la cellule réceptrice [245, 246].

Les plasmides conjugatifs et les ICEs de Firmicutes ne codent pas de pili directement
impliqués dans le transfert conjugatif. Le contact donatrice-réceptrice serait alors aléatoire.
Cependant, certains €léments conjugatifs codent des facteurs d’agrégation pouvant améliorer et
favoriser les contacts cellule-cellule [247, 248]. Certains systemes comme pCF10 et pIP501
codent pour des protéines de surface possédant des motifs LPXTG d’ancrage. Le plasmide
pCF10 code pour 3 protéines de surface: PrgA, PrgB et PrgC. PrgA est impliquée dans les
fonctions d’exclusion. PrgB contient des motifs internes RGD, impliqués dans 1’agrégation entre
bactéries, par liaison a I'acide lipotéichoique, et également dans I’internalisation et la survie dans
les cellules épithéliales [249]. La protéine PrgB module I’efficacité de transfert, cependant, elle
est facultative pour le transfert d’ADN. Cette protéine ne fait donc pas partie des sous-unités
structurelles du systéme de sécrétion [250]. PrgC et la protéine Orfl5,pso1 possédent un motif
hautement répété Pro-X-Glu/Asp. De tels motifs, riches en proline et en acides aminés chargés
négativement, sont fréquemment trouvés chez les bactéries Gram positif dans des protéines de
surface, ou elles peuvent étre impliquées dans 1'adhérence de la bactérie aux cellules épithéliales
[251, 252], dans l'agrégation des bactéries entre elles [253, 254], dans la formation de biofilms
[165, 255]. C'est le cas par exemple de la protéine Stb (pour fibronectin-binding surface protein)
de S. pyvogenes [256]. Ceci suggererait que les protéines de type PrgC pourraient conférer un
avantage sélectif aux bactéries qui auraient acquis le géne correspondant au sein d'un ICE ou
d'un plasmide. Les résultats obtenus au sein de ces différentes études suggerent que ces
protéines, au sein d'éléments conjugatifs, permettraient de conférer un avantage sélectif aux

bactéries portant ces ICEs.
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c) Mécanismes de transfert d’ADN

Le mécanisme de transfert d'ADN est un processus commun aux plasmides et aux ICEs.
Le mécanisme de transfert des plasmides conjugatifs ayant été plus étudié, ces plasmides servent
de modgeles pour I'¢tude du mécanisme de transfert des ICEs [250]. Le module de conjugaison est
constitué de deux sous-modules. Le premier sous-module, impliqué dans la mobilisation, permet
l'initiation du transfert de I’ADN au cours de la conjugaison. Le second sous-module est
impliqué dans la formation et le maintien du pore de conjugaison. Une protéine dite de couplage
permet de faire le lien entre ces deux systemes et confeére 1’énergie nécessaire au processus de

transfert de I’ADN a travers le pore.

Le sous-module de mobilisation permet 1'initiation du transfert qui se déroule en plusieurs
étapes: la reconnaissance de l'origine de transfert, oriT, son clivage [257], la séparation des brins
d'ADN et le déplacement d'un des brin vers le pore de sécrétion [258]. On appelle relaxosome le
complexe composé de l'origine de transfert, et des protéines nécessaires a ces différentes étapes,
c'est-a-dire une relaxase et une ou plusieurs protéines auxiliaires. Généralement, 1’origine de
transfert correspond a une séquence de 40 a 500 pb présentant des répétitions directes et
indirectes, qui permettent la fixation des protéines impliquées dans le transfert d’ADN [248]. Ce
site d’initiation de transfert est clivé par la relaxase. Les relaxases sont structurellement
apparentées aux protéines initiatrices de la réplication par cercle roulant, et catalysent des
réactions biochimiques similaires. Par une analyse phylogénétique, les relaxases ont été classées
en sept familles: MOBg (plasmide F), MOBy (SXT), MOBq (pIP501), MOB¢ (pAD1), MOBp
(pCF10), MOBy et les relaxases apparentées a Tn916 (Tn916, ICEBs/, ICESt]) [259]. Dans les
différentes familles de relaxase, I’acide aminé catalytique responsable de 1’attaque nucléophile
permettant la coupure simple-brin de 'ADN, au niveau de 1'origine de transfert, est un résidu
tyrosine [260, 261]. Cette réaction conduit a la formation d'une liaison covalente entre le résidu
tyrosine de la relaxase et I’extrémité 5' de ’ADN simple-brin. Bien qu’un géne codant une
relaxase putative soit présent chez la plupart des ICEs, les relaxases et les coupures simple-brin
qu’elles catalysent au niveau de l'oriT n’ont été caractérisées que pour un petit nombre
d’éléments dont Tn97/6, Tn5252 et ICEBsI [257, 262, 263]. Alors que la relaxase NicK de

ICEBs1 est capable de catalyser le clivage au niveau de I’origine de transfert en absence d’autres
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facteurs [262], d'autres relaxases nécessitent des facteurs accessoires permettant leur recrutement
au niveau de I’origine de transfert, ce qui est le cas de la relaxase PcfG du plasmide pCF10
[264]. 1l a été montré pour Tn916, que la présence de 1'intégrase modifie l'activité de la relaxase
(Orf20). En présence de I’intégrase, la relaxase coupe efficacement le brin d'ADN au niveau de
I’origine de transfert. En 1'absence de I’intégrase, 1’Orf20 agit comme une endonucléase et coupe
les deux brins d’ADN au niveau de différents sites de 1’o7iT enrichis en GC [263]. Le monomeére
de relaxase 1i¢ a I’ADN, serait reconnu par la protéine de couplage permettant ainsi son transfert
a travers le pore de conjugaison. Un second monomere de relaxase permettrait quant a lui, grace
a son activité hélicase, la réplication de 1I’élément par cercle roulant chez la cellule donatrice
[265, 266]. Le transfert simple-brin n’a été réellement démontré que pour un seul ICE, Tn9/6

[267].
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Figure 15 : Composants de I’appareil de transfert des plasmides pCF10 et pIP501 et des deux ICEs
ICEBsl1 et Tn916.
D’apres [250]

Les protéines de couplage servent de lien entre les deux machineries impliquées dans le
transfert et fournissent 1'énergie nécessaire au transfert de la molécule d’ADN, grace a leur
activité ATPasique [265]. Elles appartiennent a la famille des protéines SpollIE/FtsK, qui sont
des transporteurs d’ADN impliqués dans de nombreux processus de translocation d’ADN entre

compartiments cellulaires [268], et sont apparentées aux protéines VirD4 des Systémes de
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Sécrétion de type IV des bactéries Gram négatif. Dans le cas de pCF10, il a ét¢ montré que PcfC
interagit avec la relaxase PcfG, la protéine accessoire PcfF et le plasmide sous forme processée
[269]. Au niveau de I’appareil de transfert, PcfC interagit avec la protéine PrgH (VirB6-like) et
la protéine Prg) (VirB4-like) [250]. Méme si cela n’a pas €té montré pour pCF10, certaines
protéines de couplage interagissent également avec des protéines codant pour des hydrolases du
peptidoglycane, ce qui est le cas pour le plasmide pIP501 de S. agalactiae [270]. L'implication
dans le transfert conjugatif des protéines de couplage putatives, identifiées chez les différents
ICEs, n'a jamais été étudice, bien qu’un gene codant une protéine de cette famille soit toujours

présent.

Le sous-module de transfert code pour l'ensemble des protéines impliquées dans la
formation et le maintien du pore de conjugaison, ainsi que pour des protéines permettant la
dégradation du peptidoglycane. Certaines de ces protéines sont homologues aux protéines VirB1,
VirB4 et VirB6 des Systémes de Sécrétion de type IV (T4SS) des bactéries Gram négatif [238,
248].

Les protéines composant le pore de conjugaison ont pour caractéristique, presque
générale, de posséder un ou plusieurs (de deux a sept) domaines transmembranaires. Quand ce
domaine est unique, il peut étre N-terminal ou central. Une ATPase de type VirB4 (PrgJ, Orfl5,
YddE, Orf16) est trouvée pour tous les plasmides (pCF10 et pIP501) et les ICEs (ICEBsl et
Tn916) étudiés chez les bactéries a Gram positif. Une deuxieme protéine de type VirB4 (Prgl,
Orf3, YddD, Orfl7), possédant 2 ou 3 domaines transmembranaires, est également
systématiquement retrouvée. L'appareil de transfert compte également plusieurs protéines
apparentées a VirB6 (telles que PrgH, Orf12, YddG, Orfl5) présentant un grand nombre de
domaines transmembranaires et permettant la formation d'un tunnel a travers la membrane
bactérienne. Dans le cas de Tn916, de ICEBs1 et de pCW3, les protéines VirB6-like possédent
¢galement une grande extension en C-terminal. Ce domaine C-terminal est important pour la
fonction de cette protéine. En effet, pour pCW3 la délétion de ce domaine abolit le transfert de ce
plasmide [271].

Les protéines impliquées dans la dégradation du peptidoglycane (telles que prgK, Orf7,
YddH, Orf14) [272] sont des muréines hydrolases appartenant a différentes classes, selon leurs

cibles au niveau du peptidoglycane. Bien que ces hydrolases soient facultatives pour la formation
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du pore de conjugaison a travers la paroi des bactéries Gram négatif, elles semblent essentielles
pour la formation du pore de conjugaison chez les Gram positif [250].

En 2010, une analyse phylogénétique, de l'ensemble des protéines présentant des
domaines VirB4, a révélé que ces protéines appartiennent majoritairement a quatre groupes. Ces
différents groupes permettent de définir quatre groupes de modules de transfert nommés MPFr,

MPF, MPF; et MPFg [273].

d) Intégration versus réplication

Apres transfert d’une copie compléte de I’élément sous forme simple-brin, un second
résidu tyrosine de la relaxase catalyserait la re-circularisation de I’élément transféré [261], qui
peut alors €tre maintenu soit par réplication pour les plasmides, soit par intégration dans le
chromosome de la bactérie réceptrice pour les ICEs. La majorité des ICEs ne sont pas capables
de se maintenir durablement sous forme circulaire, et ne sont transmis a la descendance que sous
une forme intégrée [274]. L'intégration de I'ICE dans la bactérie réceptrice fait intervenir les

intégrase de type sérine [239] ou tyrosine recombinases [275].

Certains ¢éléments possedent également un module de réplication, en plus du module
d'intégration, permettant la stabilisation de I'¢élément dans 1'hote. L’ICEHin1056 peut étre trouvé
dans certains cas sous une forme uniquement intégrée, et dans d’autres cas il peut étre observe a
la fois sous forme intégrée, et sous forme libre en multicopie dans la cellule [276]. Lorsqu’une
cellule, ne possédant que la forme intégrée de /' ICEHin1056, est utilisée comme donatrice, les
transconjugants obtenus possedent non seulement la forme intégrée de I’élément, mais également
de nombreuses formes circulaires [276-278]. La réplication de I'ICE sous forme libre semble
donc suivre son transfert. La présence de copies libres de I’ICE pourrait favoriser son transfert
vers les cellules adjacentes. Un comportement similaire a été décrit pour 'ICE pNOBS8 de
Sulfolobus. Cet élément est généralement présent sous forme de 2 a 5 copies circulaires,
coexistant parfois avec une copie intégrée [279, 280]. Toutefois, pendant les quelques
générations suivant le transfert, cet ¢lément est présent a pres de 30 copies dans la cellule
réceptrice [280]. Cet état a fort nombre de copies n’est pas durable, puisqu’aprés quelques
divisions cellulaires, 1’élément n’est plus présent qu’en 2 a 5 copies [279]. La réplication

implique une primase codée soit par le génome de la bactérie réceptrice, soit par 1’¢lément
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conjugatif chez la donatrice puis transférée vers la réceptrice [281-283]. Les primases sont des
enzymes qui permettent I’initiation de la synthése d’ADN en synthétisant une amorce d’ARN

complémentaire a I’ADN simple-brin a répliquer.

Il est a noter que pour certains ICEs, une étape de réplication pourrait également précéder
le transfert. C'est le cas de I’¢lément conjugatif pSAM2 de Streptomyces ambofaciens qui est
répliqué apres son excision dans la cellule donatrice [284], et également avant son intégration
dans le génome de la bactérie réceptrice. La copie nouvellement transférée se réplique ensuite,
avant de se répandre dans le mycélium de la bactérie réceptrice, puis de s’integrer dans son
génome [285]. A la fin du transfert conjugatif, I’ICE ne subsiste que sous une forme intégrée en
monocopie. La réplication de I'ICE apres son transfert assure ici 1’envahissement du mycélium

receveur.

Ces différentes données suggérent donc fortement, que certains éléments peuvent se
maintenir sous forme libre par autoréplication, dans certaines conditions. Ces ¢éléments

conjugatifs apparaissent donc a la fois comme des éléments intégratifs et des plasmides.

2. Le spectre de transfert

La plupart des éléments testés se transferent au minimum au sein de 1'espéce ou du genre
dans lesquels ils ont été isolés. Le spectre de transfert des éléments conjugatifs est variable. Par
exemple, certains éléments comme le plasmide pMG1 d'Enterococcus faecalis ne se transferent
qu'au sein de la méme espece ou entre des especes proches [286]. D'autres plasmides conjugatifs
présentent des spectres de transferts treés larges. Les plasmides pIP501 et pAMPI, isolés
respectivement de S. agalactiae et E. faecalis, sont capables de se transférer au sein d'un large
éventail de firmicutes [287, 288]. De méme chez les ICEs, le spectre de transfert est trés
variable; ainsi le transfert de I'lCE pRSO1 de L. lactis n'a été obtenu qu'au sein de cette espece
[289]. Au contraire, Tn916 peut se transférer d'E. faecalis vers un grand nombre de firmicutes,

de diverses protéobactéries et s'y maintenir [290].

3. Immunité de conjugaison
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Le transfert de certains ICEs ou plasmides peut étre affecté par la présence d'un élément
identique ou apparenté, suggérant un mécanisme d'immunité. Cette immunité implique des
protéines codées par I'¢lément génétique mobile, limitant l'acquisition par la bactérie hote d'un
¢lément apparenté proche, ou d'une seconde copie de cet élément. L'immunité peut faire
intervenir différents mécanismes tels que: (1) l'inhibition de la formation du pore entre les
bactéries, donatrice et réceptrice (exclusion de surface) Un des exemple le plus étudié est celui
de la protéine TraT du plasmide F [291, 292]. (2) L'inhibition de l'entrée de I'ADN dans la
bactérie réceptrice (exclusion d'entrée) déja porteuse du plasmide. Cette inhibition est lie a
l'action de la protéine TraS dans le cas du plasmide F [293]. La protéine TraS de la bactérie
réceptrice interagit avec la protéine TraG dans la membrane de la bactérie donatrice [294, 295].
(3) L'inhibition de l'intégration (immunité de cible) d'abord décrite pour les bactériophages dont
le bactériophage Mu [296, 297], elle a €¢galement été décrite pour certains transposons codant des
transposases a motifs DDE, dont le transposon Tn7 [298-300]. (4) Un dernier type d'immunité
identifié au préalable dans les prophages, dont le phage A, est liée a la présence d'un répresseur cl
ou cl-like [301, 302]. Les répresseurs cl et cl-like, respectivement codés par les prophages 1 et
TP901-1, sont responsables d’une immunité de surinfection vis a vis des phages étroitement
apparentés. Ces deux types de protéines sont responsables du maintien des prophages sous forme
lysogene, en réprimant directement ou non la quasi-totalité des génes du phage, et en induisant
leurs propres transcriptions [301]. Certains ICEs comme I'ICEBs/ de B. subtilis codent
¢galement pour un répresseur de type cl-like (ImmR) responsable d'une immunité de
surconjugaison [303]. La fréquence de transfert d’ICEBs/ est réduite d’un facteur 10° si la

bactérie réceptrice contient déja une copie de cet ¢lément ou du gene immR.

4. Régulation du processus de conjugaison

Bien que de plus en plus d’ICEs soient décrits, la régulation de leurs excisions et de leurs
transferts n'a été que peu étudiée. Cette régulation est complexe puisqu'elle permet le couplage
entre toutes les étapes de la mobilité: l'excision, le transfert, la réplication et l'intégration. Les
mécanismes de régulations impliqués semblent néanmoins variés, ainsi que les stimuli induisant
la conjugaison. Un méme ICE peut répondre a des stimuli de natures différentes ce qui est le cas
de I'ICEBs! de B. subtilis, dont la conjugaison peut étre induite par des agents endommageant

I’ADN, I'entrée en phase stationnaire ou par un mécanisme de quorum sensing [303-305].

64



a)  Induction de la conjugaison par les conditions environnementales
exemple de Tn916

Le transfert de plusieurs ICEs est activé dans les conditions environnementales dans
lesquelles la possession de 1’élément est avantageuse. Ainsi, 1’expression des genes de transfert
de Tn916 est induite par la tétracycline, antibiotique contre lequel I'ICE code un gene de
résistance [242]. La présence de tétracycline augmente la fréquence de transfert d’un facteur 10 a
100, alors qu’aucunes modifications de la fréquence d’excision ne sont observées [306]. La
fréquence de transfert d’un autre ICE codant pour un géne de résistance a la tétracycline, I’'ICE

CTnDOT est également induite par cet antibiotique [307, 308].

b)  Régulation de la conjugaison par un systéme bistable: cas de ICEclc

D’autres éléments sont régulés par un systeéme bistable similaire a celui du phage A. La
régulation du phage A oscille en permanence entre deux états stables (les cycles lysogene et
lytique), ce type de régulation étant qualifié de bistable. Les mécanismes de régulation de
plusieurs ICEs constituent des systemes bistables. Le régulateur inR, codé par I'ICEclc de
P. knackmussi, code pour une protéine activatrice controlant I’expression du géne de 1’intégrase
de ’ICE. ICEclc n’est sous forme circulaire en phase exponentielle de croissance que dans 3 a
5% des bactéries [309]. Cette proportion d’éléments actifs est similaire a la fréquence de
transfert maximale de I’élément d’environ 4x107, suggérant que toutes les cellules activées
engagent un transfert conjugatif efficace [309]. L’expression de 1’intégrase (inf) de I'ICEclc est
¢galement régulée par la circularisation de I’'ICE. Dans 1’état intégré, 1’intégrase est transcrite a
partir du promoteur Pint, un promoteur faible et sous le contréle du régulateur InrR. La
circularisation de I’ICE conduit au positionnement d’un promoteur constitutif fort, Pcirc, en
amont du géne int, augmentant son expression, permettant la réintégration dans le génome de la

bactérie donatrice, ou, aprés conjugaison son intégration dans la bactérie réceptrice [310, 311].

c) Induction de la conjugaison par le systeme SOS: cas de SXT et ICEBs1

Le cycle lytique du phage A est induit par des dommages de I’ADN, au travers d'un

répresseur de type CI. Les répresseurs de type CI appartiennent a la famille des autopeptidases.
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IIs comptent notamment parmi eux le répresseur LexA du systéeme SOS. De nombreux ICEs
codent également pour des répresseurs de type CI. Par exemple, dans le cas de SXT, SetR inhibe
I’expression des genes activateurs de 1’excision et du transfert setC et setD, et active sa propre
transcription [312]. Lorsque des rayonnements ultraviolets ou des mutageénes (mitomycine)
endommagent I’ADN, des fragments d’ADN simple-brin s’accumulent lors de la réplication. La
protéine RecA forme un complexe avec I’ADN simple-brin et se retrouve alors activée (RecA*).
RecA sous forme activée induit la fonction autopeptidase des répresseurs de la famille CI, dont
SetR [312]. Ceci entraine la séparation des domaines HTH N-terminal et C-terminal qui
permettaient I’oligomérisation du répresseur et conduit a son inactivation. SetR sous forme
clivée ne réprime plus les geénes serC et setD. L’expression de setC et setD conduit a I’excision et
au transfert de I'ICE, a une fréquence 300 fois supérieure environ a celle observée dans les
conditions non activées [313]. SetC et SetD augmentent aussi I’expression d'autres genes non
requis pour le transfert, dont les génes du systeme toxine-antitoxine MosA et MosT [314].

Le systeme SOS induit également le transfert de I’'ICEBs/. Un traitement a la mitomycine
induit I’excision et le transfert de I'lCEBs/ de facon dépendante de RecA [304]. Cependant, le
mécanisme d’activation differe de celui de SXT. ICEBs/ code pour un répresseur ImmR, qui
inhibe I’expression de I’excisionase (xis) et des genes en aval. Suite a I’induction du systéme
SOS, le clivage du répresseur fait intervenir la métallopeptidase ImmA, codée par le géne en aval
de immR [305]. Des homologues de ImmA et ImmR ont été identifiés dans différents EGMs de
bactéries Gram positif [305]. Le quorum sensing joue aussi un role important dans la régulation
du transfert de 'ICEBs/. ICEBs!/ code pour un régulateur Rapl (pour regulator phosphatase I),
qui contrdle I’expression de nombreux geénes de I’ICE dont I’excisionase. L’expression du géne
Rapl est bloquée par un peptide inhibiteur (Phrl) [304]. Dans les conditions ou les cellules
porteuses de I'I[CE sont en faible proportion par rapport a la population totale, le niveau de Phrl

est faible, et le transfert est induit.

d)  Régulation par la présence de cellules réceptrices, cas particulier des
plasmides a phéromones

Chez Enterococcus, il a ét¢ montré, depuis 1978 [315], D’existence d’une classe
d’appareils de transfert originale, qui répond a la production de phéromones. La plupart des
souches d’entérocoques produisent de multiples petits peptides extracellulaires hydrophobes

(sexe phéromones), qui peuvent agir comme signal de communication inter-bactérienne. Ces
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petits peptides hydrophobes induisent I'expression des génes de transfert. Chaque systéme de
transfert est activé par différentes phéromones. Afin d’éviter 1’auto-activation de la bactérie hote
en absence de bactérie réceptrice, un systéme régule finement la production de phéromones
endogenes. Ces systemes permettent un transfert vers un groupe limité d’espéces bactériennes

[316, 317].

Parmi les plasmides a phéromones, les plus largement étudiés sont pADI1 [318], pPDI,
pAM373, et pCF10. Dans le cas de pCF10, la phéromone (cCF10) est codée par le géne ccfA4 sur
le chromosome, alors que les ¢léments impliqués dans la détection du signal et la mise en place
de la réponse sont localisés sur le plasmide [317]. La cellule donatrice, en présence de
phéromones, produit une structure a sa surface appelée substance d’agrégation (Asc10) [319].
Cette substance, avec PrgA, participe a 1’agrégation des bactéries donatrice et réceptrice. Apres
acquisition du plasmide pCF10 par la bactérie réceptrice, il y a diminution de la production de la
phéromone cCF10, et production d’un peptide inhibiteur iCF10 [320]. 1l a été montré que 1’état
d’induction du systéme, dans la bactérie donatrice, est dépendant du ratio des deux peptides
signaux. L’activité de la phéromone endogene est contrdlée par deux éléments. Tout d’abord par
le peptide inhibiteur (ICF10) qui empéche ’activation du systéme, la phéromone et le peptide
inhibiteur interagissant tous deux avec la protéine régulatrice (PrgX), qui régule 1’expression des
genes de transfert. Le second systéme de régulation du taux de phéromones endogénes passe par
une protéine transmembranaire (PrgY) [321]. Cette protéine reconnait la phéromone mature a la

surface de la bactérie et inactive sa fonction [316].
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Tableau 4: Les différentes étapes du processus de conjugaison de pAD1 et pCF10 ainsi que les

protéines impliquées dans ces différentes étapes.
(d'apres [322])

Protéines et genes impliqués dans les
différentes étapes de la conjugaison

pADI pCF10
1: Sécrétion de 1% phéromone chromosomique par la ¢ADI (cad) ¢CF10 (ccfd)
réceptrice potentielle
2. Reconna%is'sance et 'internalisation de la phéromone TraC PraZ
par la bactérie donatrice
3. Induction du systéme de conjugaison TraA PrgX
4. Production de la substance d’agrégation (AS) au
Asal 1 Ascl0 B
niveau de la cellule donatrice sal (asal) scl0 (preB)
5. Agrégation entre les bactéries donneuse et réceptrice
Seal (seal) Secl0 (prgAd)
oriTl, oriT?2,
6. Initiation du transfert oriT, PcfG
TraX, TraW
7. Répression des fonctions de conjugaison apres iADI (iad1) iCF10 (prg0)

acquisition dans la cellule réceptrice.
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2. RESULTATS

. Réseaux de régulation associés aux composants de la
paroi

La technologie des microarrays permet en une seule étape d'avoir un panorama complet
de la concentration relative d'ARN pour chaque geéne et d'en inférer le niveau d'expression [323].
La comparaison des profils d'expression entre différentes conditions de croissance d'une bactérie
permet donc de mettre en évidence a 1'échelle globale l'adaptation a ces différentes conditions.
Les analyses transcriptomiques permettent aussi de mieux caractériser la fonction de génes
régulateurs par comparaison entre les profils d'expression des souches mutantes et de la souche
sauvage. Dans la premicre partie de la these, j'ai analysé certains des réseaux impliqués dans la
régulation de la synthése de composants de la paroi. Pour cela j'ai utilisé deux stratégies:
I'analyse des effets de perturbations touchant la paroi bactérienne (niveau de D-alanylation du
LTA, interaction avec des peptides antimicrobiens par exemple), et I'analyse de mutations dans
des genes régulateurs candidats. Ces régulateurs candidats ont été choisis notamment pour leurs
proximités physiques au niveau chromosomique avec des genes codant pour des protéines de
surface. Ces analyses ont été réalisées dans le cadre de différentes collaborations avec des
équipes de 1'Institut Pasteur (unité de Biologie des Bactéries Pathogénes a Gram-Positif dirigée
par Patrick Trieu-Cuot), de 1'Hopital Cochin (CNR Streptocoques, INSERM 1016, dirigé par
Claire Poyart), et de I'INRA de Jouy en Josas (UMRI1319 Micalis avec Philippe Gaudu). La
majorité¢ des conditions testées affectent l'interaction entre la bactérie et son environnement, car
elles modifient la présentation des structures de la paroi, et de protéines de surface. Ceci m'a
permis d'obtenir une base de données de 34 expériences de transcriptome impliquant 11 projets
(Tableau 8). Le plus souvent les perturbations étudiées entrainent la modification de 1'expression
d'un grand nombre de genes (>100) résultant d'effets directs et indirects. La combinaison de
différentes expériences permet, dans une certaine mesure, de décomposer la réponse afin de
mieux la décrire et la comprendre. C'est ce que j'ai réalisé, dans l'interprétation de l'effet de

l'absence de la D-alanylation, qui est due a la délétion du gene dltA.
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A. Matériels et méthodes

La partie matériels et méthodes qui suit, correspond aux expériences qui ne sont pas

présentées dans les publications.

1. Construction des mutants insertionnels des génes /taS et gbs1493

Des fragments d'ADN, correspondant a la partie centrale des génes /taS et ghsi493, ont
été obtenus par PCR a partir de 'ADN de la souche NEM316, en utilisant respectivement les
amorces Eco gbsl451-Bam_gbs1451, Eco gbs1493-Bam gbs1493, dont les séquences sont
disponibles dans la table 5. Ces fragments ont été clonés entre les site BamHI et EcoRI du
plasmide pG1, un plasmide dérivé de pG+host5 avec une origine de réplication thermosensible,
et codant pour la résistance a l'érythromycine [324]. Aprés vérification par séquengage, les
plasmides ont été introduits par électroporation dans la souche NEM316. La présence du
plasmide a ¢été¢ confirmée par PCR a partir des colonies avec les oligonucléotides P et RP.
L'intégration du plasmide pG1l par recombinaison homologue a été sélectionnée, en élevant la
température de culture a 40°C comme décrit dans l'article n°l. Apres étalement sur boite, les
colonies résistantes a 1'érythromycine, obtenues a 37°C ont €té mises en culture pour extraction
de leur ADN génomique, avec le kit DNAeasy de Qiagen, en utilisant le protocole recommandé
pour les bactéries a Gram positif. L'insertion du plasmide pG1 a été confirmée par PCR et par

séquencage.

Tableau 5: Liste des oligonucléotides utilisés pour la premiere partie de la theése

Nom des oligos Séquence

Eco gbsl451 AACTAGAATTCATTATGCCAAACCCAATCCA mutant synthése LTA
Bam gbsl451 GAACAGGATCCCGGTTGTTGCATGTGCTCTA  mutant synthése LTA

Eco _gbs1493 AACTAGAATTCTAAAGTCGGTGGCTTATTGT ~ Mmutant synthése AgB
Bam gbs1493 GAACAGGATCCGCCCATGAATATAAGCAAAG ~ Mmutant synthese AgB

P CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC vérification des constructions
RP AGCGGATAACAATTTCACACAGGA vérification des constructions
2. Analyses transcriptomiques
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Les analyses transcriptomiques ont ¢té réalisées en utilisant des puces dessinées au
laboratoire a partir des séquences génomiques des souches NEM316 et COHI1, et contenant 3
sondes par gene pour les 2134 génes de NEM316 (gbs) et des sondes intergéniques dans les deux
orientations, ainsi que des sondes pour les génes annotés de la souche COH1 (SAN ). Les puces
ont été produites par Agilent. Pour chaque souche mutante ou sauvage les ARNs ont été extraits,
a partir de trois cultures indépendantes, par la technique au trizol [325]. Puis les ARNs ont été
reverse transcrits, en utilisant le kit Superscript indirect cDNA (invitrogen), et marqués avec les
cyanines Cy5 et Cy3 (Amersham Biosciences) selon les recommandations du fabricant. Lors de
I'hybridation, des échanges de marquage par les cyanines ("dye swap") ont été réalisés afin de
limiter les biais liés au marquage. La fluorescence des différentes sondes des puces a été
quantifiée a l'aide du scanner Axon 4000B, connecté au programme d'acquisition d'image
GenePix Pro 6.0 et son logiciel d'analyse. Un pré-scan a été effectué pour vérifier globalement
l'efficacité de I'hybridation, et pour déterminer les paramétres d'acquisition de I'image. Apres
génération des images, les spots avec des intensités de fluorescence anormales, soit trop proches
du bruit de fond, soit saturés, ont été éliminés de I'analyse. Pour les analyses, aucun bruit de fond
n'a été retiré. Les données extraites des différents champs ont été normalisées en utilisant une
procédure de normalisation globale LOESS [326], disponible dans le package "Bioconductor
package marray" sur le programme R (http://www.r-project.org), pour corriger les biais liés au
marquage. Pour déterminer si les genes sont différentiellement exprimés, un t-test, en séries
appariées, a ¢té réalisé en utilisant la méthode de Benjamini et Yekutieli pour corriger les p-
values [327]. La différence d'intensit¢ pour chaque sonde entre les deux conditions est
considérée comme significative lorsque la p-value est inférieure a 0.05. Puis pour chaque geéne
un ratio moyen a été calculé a partir de celui obtenu avec les trois sondes. Les génes dont le ratio
moyen est inférieur ou égal a 0.5 ou supérieur ou égal a 2 ont été considérés comme pertinents et

ont été conservés pour l'analyse.

3. Classification des génes (Clustering)

Au travers des différentes collaborations, 34 analyses transcriptomiques ont été réalisées
dans la souche NEM316. Parmi ces 34 analyses, seules les 26 comparaisons réalisées contre la
souche NEM316, sauvage, en culture statique en début de phase exponentielle (DO 0,3 - 0,4)

ont été conservées pour la classification. Les genes pour lesquels la valeur du ratio était absente
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lors d’une expérience ont été retirés, ce qui a conduit a garder 1907 geénes pour I’analyse. La
majorité des génes non pris en compte correspond a des genes d'éléments génétiques mobiles qui
sont souvent trés faiblement exprimés. 1233 geénes étaient différentiellement exprimés d’un
facteur 2 dans au moins une des 26 expériences. Ce nombre étant important, j'ai décidée de ne
s¢lectionner pour la classification que les 636 genes pour lesquels une expression différentielle
de 3 a été observée dans au moins un des transcriptomes. Les valeurs des ratios de ces 636 genes,
dans les 26 comparaisons, ont été utilisées pour faire une classification hiérarchique afin de
visualiser et de regrouper les genes régulés de facon similaire selon les expériences. Cette
classification hiérarchique ascendante a été réalisée via le programme Cluster 3 [328], grace a
une approche par saut maximal ("complete linkage"), ce qui a tendance a produire des classes
spécifiques en regroupant des classes trés proches. Le résultat de cette classification a été

visualis¢ en utilisant le programme Java Treeview [329].

4. Recherche de motifs

La recherche des sites de fixation des régulateurs transcriptionnels chez S. agalactiae
NEM316 a été réalisée en utilisant la fonction "Search Pattern", disponible sur le site
http://genolist.pasteur.fr/SagaList/index.html, en prennant pour la recherche soit les 200pb en
amont du codon d'initiation des genes, soit I'ensemble des régions inter-géniques. Les séquences,
utilisées pour cette recherche, correspondent aux consensus des s€équences cibles des différents
régulateurs au sein d'autres especes de streptocoques. La recherche des sites de fixation, de ces
mémes régulateurs pour des genes homologues, chez les autres especes du genre streptocoque a
été faite en utilisant le programme RegPredict [330]. La recherche des sites de fixation a été
réalisée a partir des séquences génomiques des souches TIGR4, M1, et UA159 respectivement
pour S. pneumoniae, S. pyogenes et S. mutans, et correspondant aux numéros d'accession

NC 003028.3, NC 002737.1, NC_004350.2.

5. Effet de la colistine

Les concentrations sub-inhibitrices de colistine pour S. agalactiae ont été déterminées par
des expériences de croissance de la souche NEM316 en présence de différentes concentrations
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de colistine, sur une gamme de 0 ug/mL a 250 pg/mL (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 125,
150, 175, 200 et 250pg/mL). La souche NEM316 a été mise en culture a DO 0,01 a partir d'une
préculture sur la nuit. A DO 0,05 la culture a été divisée et la colistine a été ajoutée afin d'obtenir
les différentes concentrations finales de la gamme. L'analyse transcriptomique a été réalisée a

partir de bactéries récupérées a DO 0,4-0,45 en présence de 60 pg/mL de colistine.

6. Analyse des données d'identification des sites d'initiation de la
transcription (TSS)

Le protocole choisi pour 'analyse des données de séquencage repose sur la comparaison
des résultats obtenus pour les extrémités 5' des ARNs traités ou non par la Phosphatase acide du
tabac ou TAP. La TAP permet la conversion des extrémités 5' tri-phosphates des ARNs
bactériens "natifs" (résultant directement de 1'étape de transcription et non dégradés) en
extrémités 5' mono-phosphates compatibles avec la ligation d'adaptateurs. En absence de
traitement par la TAP, le séquengage donne acces a tous les ARNs (ARN ribosomiques, tRNAs,
ARNm en cours de dégradation ou ayant subi une maturation) a l'exception de ceux dont
I'extrémité 5' est native. Les séquences obtenues apres traitement par la TAP et réalisées en
parallele permettent d'avoir acces, en plus, aux ARNs "natifs". La comparaison du nombre de
lectures (séquences) obtenues avec les deux protocoles permet de dégager, aprés analyse

statistique, les séquences correspondant aux extrémités natives des transcrits.

B. Reésultats et discussions

1. Effet sur le profil d'expression de perturbations touchant des
structures non protéiques de la paroi (publication n®)

a) Perturbations au niveau de I'acide lipotéichoique

L’acide lipotéichoique (LTA) est un polymeére anionique de polyglycérol-phosphate ancré
a la membrane bactérienne par un glycolipide ancreur. Ce polymeére peut subir des modifications
une fois exposé a la surface de la bactérie, tel que 1’ajout de résidus de D-alanine, qui, en
apportant des fonctions amines, neutralisent les fonctions acides liées aux groupements
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phosphates. Le taux de D-alanylation est donc un moyen pour la cellule de contrdler la charge de
l'enveloppe. Cette charge est impliquée dans de nombreux aspects de l'interaction de la cellule
avec son environnement, et notamment dans la sensibilité aux peptides cationiques. Dans ce
cadre, j'ai analysé précisément la réponse transcriptomique de la cellule a I'absence de D-
alanylation du LTA, et la régulation de l'expression de l'opéron ditABCD (Article 1). J'ai aussi
¢tudié 1'effet de 1'addition de colistine en condition sub-inhibitrice pour comparer cette réponse a
l'effet de la mutation dlt4, et pour déterminer si l'addition de peptides cationiques avait un effet
sur I'expression de 'opéron ditABCD. Enfin j'ai tenté d'obtenir un mutant touchant directement la

synthese de l'acide lipotéichoique.

(1) Régulations en relation avec le taux de D-alanylation du LTA
(publication n°l)

Le locus dlt est constitué, chez S. agalactiae, de 1'opéron ditABCD, précédé par les genes
dItRS, codant pour un systeme a deux composants. Il avait ét¢ montré que l'expression de ce
locus dépendait de deux promoteurs, tous les deux activés en absence de D-alanylation [141]. Le
premier, PdltR, en amont de dIfR, est sous le contrdle de DItR. Le second, PdltA4, en amont de
dltA, est indépendant de DItR [141]. Par ailleurs, 1'analyse du phénotype d'un mutant du geéne
dltA, ne modifiant plus le LTA, avait mis en évidence l'effet pléiotropique de cette mutation,
touchant la virulence et la sensibilité aux peptides cationiques [100]. Afin de comprendre la
réponse de S. agalactiae a une absence de D-alanylation du LTA, j'ai dans un premier temps,
entrepris une analyse transcriptomique du mutant dlt4 comparé a la souche sauvage NEM316.
Cette étude a montré que dans les conditions testées, malgré I'effet pléiotrope de cette mutation,
seulement 120 génes avaient une expression modifiée, cette modification correspondant en
majorité a une sur-expression dans le mutant d/t4 (113 génes). Une partie de la réponse de la
bactérie implique l'induction de nombreux génes d'adaptation au stress. L'absence de D-
alanylation entraine aussi l'induction de trois systemes a deux composants: DItRS, qui était
attendu selon les données publié¢es, CiaRH et RelRS. L'induction de ces deux autres systemes
¢tait intéressante, dans le contexte de I'analyse de systemes de régulations, répondant
potentiellement & des modifications de charge de l'enveloppe. CiaRH correspond avec les
systémes WalKR (ghs0741-42) et LiaSR (ghs0309-10) aux trois TCS retrouvés chez tous les
streptocoques (Tableau S1). Il a été montré que CiaRH est impliqué dans 1'adaptation au stress
acide chez S. mutans. 11 faut remarquer que l'acidité est un paramétre important de

I'environnement des bactéries lactiques. Il existe un lien établi entre diminution du pH et
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augmentation du taux de D-alanylation du LTA chez S. aureus et B. subtilis [331]. L'implication
du systtme LiaSR a ¢ét¢ démontrée dans la régulation de la D-alanylation du LTA chez
S. gordonii [332] et le systtme WalKR est essentiel, et régule le métabolisme de la paroi [333].
Ces deux TCS sont exprimés de maniere constitutive chez S. agalactiae, et ne sont
différentiellement exprimés dans aucune des conditions testées parmi les transcriptomes
analysés. Le troisiétme TCS dont I'expression est induite par I'absence de D-alanylation, relRS,
est co-transcrit avec le géne re/P qui code pour une ppGpp synthase. Le role physiologique de ce

TCS restant encore mal connu malgré son ¢tude dans d'autres streptocoques [227, 334].

Les systtmes a deux composants sont fréquemment autorégulés; ainsi, leurs
surexpressions dans le mutant dltA pouvaient suggérer que ces TCS étaient potentiellement
impliqués dans la réponse de la bactérie a I'absence de D-alanylation. Afin de disséquer le rdle de
ces trois TCS, DItRS, RelRS et CiaRH, j'ai réalis¢ des analyses transcriptomiques sur les souches
mutantes pour dltR, ciaRH, relRS, ainsi que sur les doubles mutants d/tRdltA, ciaRHdAItA,
relRSCiaRH, les souches me servant de références étant les souches NEM316 et NEM316 AdltA.
Cette analyse m'a permis de montrer que, 62% de la réponse a l'absence de D-alanylation
dépendait directement ou indirectement de ces trois TCSs, mettant en évidence leurs implications
dans la réponse de S. agalactiae a des perturbations du niveau de charge, a la surface de la

bactérie, résultant de I'absence de D-alanylation.

Cette analyse a également été le point de départ pour une analyse en profondeur du
régulon CiaR, et m'a permis d'identifier 18 promoteurs, probablement sous le controle direct de
ce régulateur, dont quatre controlent la syntheése de petits ARN non codants. L'analyse des
protéines codées par les autres génes du régulon montre qu'elles peuvent avoir un rdle au niveau
de l'adaptation dans des conditions acides: protéase membranaire, chaperone, ainsi que des
protéines membranaires ou secrétées de fonctions inconnus. Tous ces geénes, sauf gbsi/415,
possedent un site potentiel de fixation de CiaR, suggérant une régulation directe au niveau des
séquences promotrices. De maniére intéressante, mis a part les génes codant pour les petits ARN
et htrd, le régulon CiaRH est assez différent de celui caractérisé chez d'autres streptocoques,
montrant la spécificité de la réponse de S. agalactiae. En lien plus direct avec ce travail, nous
avons aussi montré que l'opéron relPRS était controlé¢ directement par CiaRH, ainsi que le

promoteur PditA.
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Enfin, j'ai pu montrer que la transcription du locus dit était plus complexe qu'initialement
décrite, et dépendait de trois promoteurs. Le premier, le plus en amont, Pod/tR constitutivement
exprimé, et les deux autres Pd/fR et PdltA fortement induits par I’absence de D-alanylation, et
régulés respectivement par DItRS et CiaRH. L'existence du promoteur en amont de PdIfR
(PodlItR) a été suggérée par des expériences d'identification des sites d'initiation de transcription
par RNAseq, réalisées au laboratoire par Isabelle Rosinski-Chupin en collaboration avec Odile
Sismeiro (PF2, Génopdle). L'existence de ce promoteur a par la suite également été confirmée
par l'analyse de l'expression d'une fusion avec le géne lacZ d'E. coli. J'ai pu confirmer, par
mutagénése dirigée, les sites de fixation prédits pour DItR et CiaR au niveau des séquences -35
des promoteurs respectivement PdltR et PdltA, dont l'altération de ces séquences abolit
l'activation par DItR et par CiaR. La double régulation de I'expression de l'opéron di/tA-D par
DItR et CiaR permet de proposer différents modeles pour expliquer les phénotypes de sensibilité
a la colistine et a l'acidité des différentes souches mutantes. La souche Adlt4 est trés sensible a
ces deux parameétres tout comme le double mutant AdltR-AciaRH, alors que les souches simple-
mutantes Ad/tR et AciaRH ont un phénotype intermédiaire. Les données du transcriptome du
mutant AciaRH, par rapport au sauvage, indiquent que, dans les conditions testées, la mutation
de ce systeme a peu d'effet sur I'expression des genes ditABCD. Le phénotype intermédiaire du
mutant CiaRH laisse supposer, soit que les différents transcrits issus de Pd/tR et PdltA ne sont
pas traduits avec la méme efficacité et que les ARN initiés a partir de Pdlt4 sont traduits plus
efficacement; soit que l'effet de I'absence de CiaRH sur le phénotype de sensibilité a la colistine
et a l'acidité est indépendant de la D-alanylation du LTA, et résulte de la diminution
d'expressions d'autres protéines sous le contrdle de CiaR. Dans cette alternative, cet effet se
cumulerait avec l'effet de I'absence de DItR sur I'expression de 1'opéron ditABCD, entrainant la

forte sensibilité du double mutant a la colistine et au pH acide.

L'ensemble de nos résultats suggere que si l'activation transcriptionnelle des systemes
DItRS et CiaRH est probablement une conséquence directe de l'absence de D-alanylation,
l'induction de relRS est due a l'activation du systéme CiaRH. Nos résultats montrent que le role
de RelRS dans la réponse a l'absence de D-alanylation semble limité. Néanmoins, la
conservation de RelRS au sein du genre streptocoque indique que ce systéme pourrait jouer un
réle important au niveau des réseaux de régulation chez S. agalactiae et les autres streptocoques.
Le role central de RelRS, également appelé SptRS (pour "saliva persistence") chez S. pyogenes

a été suggéré par deux études. La premicere montre que chez S. pyogenes 1'expression de sptRS
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est augmentée en présence de salive et que ce TCS contribue a la survie de S. pyogenes dans la
salive [227]. La seconde montre que la délétion du régulateurs conduit a l'expression
différentielle de 342 génes, que ce mutant est hyper virulent dans un modele d'infection cutanée
chez la souris, avec une apparition plus rapide d'abces de tailles plus importantes [334]. De
méme, l'expression de sptRS est fortement induite dans des souches responsables de pharyngites
isolées chez six patients, suggérant I'importance de ce systeéme in vivo pour la pathogénicité de
S. pyogenes [227]. Chez S. agalactiae, 1a délétion de relRS entraine l'expression différentielle de
123 génes. Parmi ces geénes, aucun facteur de virulence connu n'est retrouvé, cependant trois
d'entre eux codent pour des protéines de surface avec des domaines CHAP et LrgAB (gbs1805,
gbs1214 et gbsi215), potentiellement impliqués dans I'hydrolyse du peptidoglycane. Il sera
intéressant de tester la virulence du mutant re/RS dans des modéles d'infections murins, afin de
déterminer si, comme chez S. pyogenes, RelRS pourrait avoir un réle dans le contrdle de la

virulence chez S. agalactiae.

Le résultat le plus important de ce travail est la mise en évidence que le processus de D-
alanylation, chez S. agalactiae, est controlé de maniére complexe par deux boucles de
rétroaction faisant intervenir deux systémes de régulation. Le niveau de D-alanylation module
I’activité de DItR et de CiaR et I’expression de 1’opéron dlf est en retour régulée par ces deux
régulateurs. A ce jour, cette double régulation semble unique a S. agalactiae parmi les
streptocoques. Nous avons proposé que l'expression de l'opéron d/tA-D pourrait étre régulée par
DItR chez S. infantarius. Au contraire, l'opéron ditA-D est sous le controle direct ou indirect de
CiaR chez S. pneumoniae [208]. Dans les deux cas, la régulation par 1'autre TCS ne semble pas
pouvoir intervenir, l'opéron dItRS n'étant pas présent chez S. pneumoniae et le motif de
régulation par CiaR manquant dans la région promotrice de dltA chez S. infantarius. Cette
double régulation de l'opéron dit chez S. agalactiae permet un ajustement fin du taux de D-
alanylation et de la charge nette a la surface de la bactérie. Nos résultats montrent également que
les deux systémes de régulation interviennent conjointement dans la sensibilité aux peptides
cationiques, confirmant l'importance du taux de D-alanylation dans la sensibilité de S. agalactiae

aux peptides antimicrobiens.
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SUMMARY

D-alanylation of teichoic acids (TA) of the Gram-postive cell wall, catalyzed by the
dltABCD operon, modulates the bacterial surface charge. In Streptococcus agalactiae
inactivation of the d/t operon has a pleiotropic effect, including decreased virulence. To gain a
deeper understanding of its role, we analysed S. agalactiae transcriptional response to D-
alanyl deprivation and identified 113 genes induced, including those encoding the two-
component systems (TCSs) DItRS, CiaRH and RelRS, and 7 genes repressed. Mutational and
transcriptional analysis of these TCSs showed that they regulate directly or indirectly 62% of
the gene expression changes observed. Bioinformatics analysis of promoter regions identified
binding sites for DItR and CiaR and defined precisely 19 genes as the CiaRH regulon. Two
promoters, PdltR and PdltA control the dlitABCD operon. In D-Ala-deficient TA mutants,
PdItR is activated by DItR and we show here that Pd/t4 is activated by CiaRH. Therefore, in
S. agalactiae, the homeostasis of the bacterial cell surface net charge involves a dual feed
back regulatory loop as DItR and CiaR respond to a low level of D-alanylation by inducing
the transcription of the dlt operon. This regulatory loop links LTA D-alanylation to the

adaptation to acidic conditions mediated by CiaRH.
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INTRODUCTION

Streptococcus agalactiae, also known as Group B Streptococcus (GBS), was initially
described as responsible for bovine mastitis colonizing the udder canals (Keefe, 1997) but is
now recognized as a leading cause of infections in neonates causing pneumonia, septicemia,
and meningitis (Dermer et al., 2004). However, this bacterium is primarily a commensal of
the human digestive and genitourinary tracts and newborns are usually colonized during birth
by GBS strains present in the vaginal flora of their mother. In addition, GBS is an increasing
cause of various infections including urinary tract infections, endocarditis, osteomyelitis,
septicaemia and meningitis in elderly and persons with underlying diseases (Phares et al.,
2008). Thus, GBS have the capacity to colonize and to adapt to a broad range of
environments, tissues and hosts.

The cell wall of low GC Gram-positive bacteria is a complex macromolecular
assembly of cross-linked peptidoglycan, polyanionic teichoic acids (TAs), and surface
proteins essential for cellular integrity and shape, and the resistance to external stresses and
aggressions (Silhavy et al., 2010). TAs are composed of wall teichoic acid (WTA) covalently
linked to the peptidoglycan and lipoteichoic acid (LTA) anchored in the membrane via a
glycolipid moiety. WTA and LTA are assembled via different pathways and, interestingly,
streptococci, enterococci and lactococci apparently lack the genes coding the essential
enzymes for glycerophosphate WTA synthesis that are present in bacilli, lactobacilli, listeria,
and staphylococci (Weidenmaier & Peschel, 2008) and our data not shown.

The external repetitive unit of LTAs and of many WTAs consists of polyglycerol-
phosphate that forms a chain extending into the cell wall. These polyanionic polymers may be
neutralized by the addition of protonated D-alanyl ester residues that provide counterions for

determining the net anionic charge of the TAs. Incorporation of D-Ala residues into LTAs and
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WTASs necessitates the activity of four proteins encoded by the dltABCD operon (Perego et
al., 1995). Inactivation of any gene within this operon results in the complete absence of D-
Ala ester in TAs. These D-Ala-deficient TA mutants exhibit a variety of phenotypic changes
that were attributed to the net increase of the polyanionic surface charge. In particular, these
mutants were able to more efficiently bind cationic compounds including detergents
(Debabov et al., 2000), autolysins (Wecke et al., 1997), adhesins (Clemans et al., 1999), and
antimicrobial peptides (Peschel ef al., 1999, Poyart et al., 2003, Abachin ef al., 2002, Kristian
et al., 2005, Kovacs et al., 2006). Defects in D-alanyl-TA synthesis can also lead to acid
sensitivity, as demonstrated for Streptococcus mutans (Boyd et al., 2000), presentation of
secreted proteins at the cell surface, as shown for B. subtilis (Hyyrylainen et al., 2000) or cell
separation in Lactobacillus plantarum (Palumbo et al., 2006). D-Ala esterification of TAs is
essential for virulence of Bacillus cereus (Abi Khattar et al., 2009), Streptococcus agalactiae
(Poyart et al., 2003), Streptococcus pyogenes (Cox et al., 2009) and Staphylococcus aureus
(Collins et al., 2002, Weidenmaier et al., 2004) and the intracellular pathogen Listeria
monocytogenes (Abachin et al., 2002). Thus, a tight regulation of this process is important to
control the cell envelope homeostasis.

In S. agalactiae, the ditABCD genes are preceded by two genes, dltR and dItS,
encoding a two-component system (TCS) (Poyart et al., 2001). To date, among Firmicutes,
this organization has only been described for S. agalactiae and Streptococcus infantarius (Fig.
1). The regulatory protein DItR belongs to the OmpR family and the sensor protein DItS
contains two transmembrane domains suggesting that it is a membrane associated protein with
an extracellular domain involved in the sensing of environmental stimuli. The expression of
the GBS dltABCD genes was reported to be controlled by two promoters designated PdltR and
PditA (Fig. 1). PdItR is located immediately upstream d/tR and directs the synthesis of a

transcript extending from dltR to ditD. This promoter is activated by DItR in mutants deficient
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in TA D-Ala ester substitution. Pdlt4 is located upstream d/t4 in the 3' extremity of d/«S and
directs synthesis of a transcript encompassing dltABCD. This promoter is activated in D-Ala
deficient LTA mutants independently of DItR by a yet unknown regulatory mechanism
explaining why the level of D-alanylation is only marginally reduced in a d/tR mutant (Poyart
et al., 2001).

In order to decipher the regulatory network involved in sensing the D-alanylation
status of the cell and regulating the expression of the GBS dlf operon, a genome-wide
transcriptional analysis of WT and D-Ala deficient LTA mutant strains was carried out. D-
alanine ester deprivation of LTAs induces the increased expression of three TCSs: dltRS,
ciaRH, and relRS. Further analyzes of the transcriptional effect of the inactivation of these
different regulatory systems, either in the presence or absence (d/t4 mutant) of LTA D-
alanylation, allowed to determine their specific involvement in the response to the absence of
D-alanylation of LTA and in the expression of the d/t operon. The combined results allow to
propose a model where the control of LTA D-alanylation is under the dual control of DItRS
and CiaRH and involves two feedback control loops that ensure a fine tuning of the net charge

of the bacterial cell envelope.
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RESULTS

The transcriptional response of S. agalactiae to the absence of LTA D-alanylation

The deletion of the d/t4 gene (AdltA) leads to the complete absence of D-Ala ester in GBS
LTAs (Poyart et al., 2001). In order to define the physiological response to this modification
of the cell envelope, we have compared the transcription profiles of strain NEM316 and its
Adlt4 derivative. Bacteria grown in TH broth were harvested in early exponential phase
before medium acidification, i.e. in conditions where the growth rate of the Ad/tA strain was
similar to that of the NEM316 strain (data not shown). Although the absence of D-alanylation
has a pleiotropic effect on the cell physiology (Poyart et al., 2001, Poyart et al., 2003), only
120 genes (5.6%) were differentially expressed (> 2-fold change) in the Adlt4 strain of which
113 genes were upregulated but only seven downregulated (Table 1).

Analysis of the function of these genes showed a clear induction of the general stress
response, as the hrcA-grpE-dnaK-dnaJ and groES-groEL operons were highly upregulated as
well as several other stress associated genes like clpP (ghs1634), clpE (gbs0535), clpL
(gbs1376), the foldase gene prs4 and the arginine deiminase pathway (gbs2084-2085). We
also observed the induction of 5 genes encoding ribosomal proteins (L28, S15, S20, S21, and
L34) and two encoding ribosome associated proteins (Gbs0326, Gbs0581). The LTA
backbone is composed of glycerol and phosphate and interestingly a set of genes involved in
glycerol or phosphate metabolism was 2 to 3-fold induced in absence of D-alanylation:
gbs1695 encoding a dihydroxyacetone kinase, ghs/697 encoding a glycerol uptake protein,
and gbs1950-1953 encoding a phosphate transporter. Furthermore, we observed a 2.5-fold
induction of the extracellular nuclease Gbs0661 that, by degrading nucleic acids, might
contribute to the release of phosphate. The negative charge of the envelope leads probably to

a reduction of the local concentration of the anionic phosphate ions that may activate the
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expression of these genes. Although the absence of D-alanyl residues on LTA led to major
alterations in the cell envelope, it did not cause modifications in the expression of genes
encoding other surface components as the polysaccharidic capsule and antigen B operons or
those encoding surface proteins and pili. The only exceptions were fbs4, coding for a
fibrinogen binding protein, and cspA (gbs2008), coding for the cell surface serine protease
CspA, that were 2-fold induced and 2-fold repressed in the Ad/t4 mutant, respectively.

Several regulatory genes displayed altered expression in the D-alanylation deficient
mutant. It is likely that they contribute to the observed transcriptional response. Eight
regulators were induced in the Adlt4 mutant strain; all but one (ghs/972) belonging to the
GBS core genome. Among the five stand-alone regulators, two (HrcA and SpxA (Gbs2046))
have been shown to be involved in the stress response in other Streptococci (Jayaraman et al.,
1997, Kajfasz et al., 2010). The three remaining stand-alone regulators (Gbs0168 belonging
to the C1/Cro family, Gbs1402 to the MarR family, and Gbs1972) are yet uncharacterized.
Most interestingly, we also identified three two-component regulatory systems (TCS) that
were induced in the mutant strain: DItRS, as expected from our previous work demonstrating
its role in modulating the expression of the d/f operon (Poyart et al., 2001); CiaRH (Gbs1019-
1020) and RelRS (Gbs1397-1398) which were not previously reported to be implicated in this
regulatory network. Like DItR, CiaR and RelR belong to the OmpR family of regulators that
are frequently involved in sensing changes in environmental conditions (Itou & Tanaka,
2001). Noticeably, deletion of the S. agalactiae ciaR gene led to a decrease in intracellular
survival in different mouse and human immune cell types which was attributed to an
increased sensitivity to cationic antimicrobial peptides by an uncharacterized mechanism
(Quach et al., 2009). As in Streptococcus mutans, the relRS homologs are located downstream
relP which encodes a ppGpp synthase (Seaton ef al., 2010), an enzyme directing synthesis of

the alarmone ppGpp involved in the response to different nutritional stresses in Gram-positive
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and Gram-negative bacteria (Wolz et al., 2010). The observation of the induction of these
three TCSs prompted us to define their respective contribution to the response of the bacteria

to the absence of LTA D-alanylation and to analyze whether these three TCSs interact.

DItRS, CiaRH, and RelRS TCSs contribute to the transcriptional response to the
absence of LTA D-alanylation

To characterize the role of the TCSs DItRS, CiaRH and RelRS in transcriptional
regulation related to D-Ala ester deprivation, we generated single (AdltR, AciaRH, and
ArelRS) and double mutations (AdltRAdItA, AciaRHAdItA, and ArelRSAdItA) in NEM316.
The transcriptional program of single mutants were compared to strain NEM316 and the
double mutants were compared to the Adlt4 strain to identify genes regulated directly or
indirectly by each TCS in the absence of D-alanylation. We focused our analysis on the 120
genes that we identified as altered in the Ad/tA strain (Table 1).

To define the role of DItR in response to changes in LTA D-alanylation, we compared
the transcriptional program of S. agalactiae in four different genetic backgrounds: AdItR/WT,
AdItA/WT, AdItRAdItA /WT, and AdItRAdItA /AdItA. The comparison of the transcriptome of
the Ad/tR and the WT strains revealed 244 (11.4% of NEM316 genes) differentially expressed
genes (Table S1) of which 75 were downregulated and 169 upregulated in the AdltR strain.
Thus, although no effect on the bacterial growth was detectable in TH medium, the
inactivation of d/fR leads to profound changes in the transcription profile. Many of these
changes may be indirectly mediated by other regulatory systems as the expression of nine
regulators including two TCS RgfAC (Gbs1944-43) and VncR (Gbs0597-98) and the orphan
response regulator Gbs0685 was modified. Comparative analyses of the four transcriptome
experiments confirmed that the activation of the expression of d/fR and d/tS in the absence of

D-alanylation was DItR-dependent (Poyart et al., 2001) as they were inversely regulated in the
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AdlItA/WT and AdltRAdItA/AdItA comparisons and not differentially expressed in the
AdItRAdItA/'WT comparison (Table S1). We identified 29 genes showing a transcription
pattern similar to d/tR and ditS, suggesting that they are regulated directly or indirectly by
DItR in the response to D-alanyl ester depletion of LTAs (Table S1). These genes include the
10 genes belonging to the stress response previously described, including the seven genes
regulated by HrcA (Table 1). They include also those involved in glycerol metabolism and
phosphate homeostasis, which suggests a link between DItR regulation and LTA biosynthesis.
In addition, four genes corresponding to metabolic adaptation (gbs0189, gbs0190, gbs1116
gbs1683) showed an opposite expression pattern. They are involved in trehalose metabolism
and in permeation of amino acids and xanthine. In contrast, the ciaRH and re/PRS operons
were among the genes differentially expressed both in the AdlitA/WT and AdItRAdItA/WT
comparison, but not in the AdltRAdItA/AdItA. These results suggest that these TCSs are
upregulated in the absence of D-alanylation independently of DItR.

To further our knowledge on the role of these two TCSs in this regulatory network, we
undertook the expression analysis of the ciaRH deletion in different genetic backgrounds. Our
transcriptome analysis identified 20 downregulated and 64 upregulated genes in the AciaRH
strain as compared to the WT strain (Table S2), a number much higher than previously
reported for the gene expression of a AciaR mutant in strain COH1 where only six genes were
reported as downregulated (SAN 1101 (ciaR), SAN 2180, SAN 0039 (duplicated as
SAN 0058 and SAN 0059 in the COHI1 strain annotations), SAN 2168, SAN 2294 and
SAN 0238) and one as upregulated (SAN 2409) in the ciaR mutant (Quach et al., 2009). The
here identified genes include the orthologs of the genes identified by Quach et al. except
SAN 2294, which is missing in strain NEM316. To further define the role of the CiaRH TCS
we then investigated the impact of the deletion of this system in absence of D-alanylation by

comparing the gene expression program of the ciaRH ditA double mutant to the dlt4 single
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203  mutant (AciaRHdItA/AdItA). In the AdltA background, ciaRH inactivation led to the
204  downregulation of 60 genes and the upregulation of 110 genes (Table S2). Interestingly, the
205  absence of D-alanylation led to an increased induction or repression of 133 of the 170 genes
206  affected by the inactivation of CiaRH showing the impact of D-alanylation on the regulations
207  mediated by CiaR.

208 Among these 170 genes, 41 belong to the 120 genes regulated by the absence of D-
209  alanylation (Adlt4 mutant) (Table 1). Twelve of these 41 genes are induced in the absence of
210  D-alanylation but are downregulated in the AciaRHAdItA strain (Table 1 and Fig. 2A)
211  suggesting that their increased expression in the AdltA mutant is due to CiaR activation.
212 Interestingly, the re/PRS operon belongs to this class indicating that the re/RS TCS is
213 regulated by CiaR and therefore not autoregulated by the absence of LTA D-alanylation.
214  Among the remaining genes, five were also repressed in the AciaR mutant compared to the
215 WT strain (gbs0030, gbs0196, gbs1995, gbs2003, gbs2133). Finally, 24 genes were induced
216  in the absence of D-alanylation and their expression was further increased by the deletion of
217  ciaRH in the AdltA background. Nineteen out of these 24 genes, including those of the stress
218  regulon controlled by HrcA, showed an opposite effect of the mutation of ciaRH and dItR.
219  These results indicate that the stress due to D-alanyl ester deprivation is alleviated by
220  inactivation of dltR whereas it is increased by the deletion of ciaRH.

221 To also determine the contribution of RelRS to the regulations involved in the
222 response to the absence of D-alanylation, we analyzed the transcriptional impact of the
223 deletion of the relRS and ArelRSAdItA genes compared to the WT and the AdltA strains
224 respectively (Table S3). Among the 120 genes differentially expressed in the AdltA strain,
225  only nine were affected by the deletion of re/RS in the double mutant Are/RSAdItA (seven
226  were upregulated and two downregulated). The expression of seven of these genes is also

227  affected by mutating either ciaRH or dItR (Table 1). Only the operon gbs2083-2085 encoding
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a carbamate kinase and an orinitine carbamoyltranferase that was strongly induced in the
AdlitA strain was also induced specifically in the Are/RS mutant. Thus, the contribution of the
RelRS TCS to the response of S. agalactiae to D-alanyl ester deprivation is probably minor.
Lastly, the expression of 45 genes differentially expressed in the dlt4 mutant
compared to NEM316 was not affected by the deletion of any of the three TCSs. The
modification of their expression might thus be mediated by one of the five stand-alone
regulators whose expression was induced in the d/t4 mutant. Interestingly, except hrcA, four

of these five regulators were induced independently of DItRS, CiaRH, and RelRS.

Prediction of CiaR and DItR DNA binding sites

The DNA binding site of CiaR has been experimentally identified in S. pneumoniae
and in S. mutans. The consensus sequence is conserved in these two species and corresponds
to a repetition of the hexanucleotide motif TTTAAG separated by 5 nts located 10 nts
upstream the -10 box of the promoter (Halfmann et al., 2007, Wu et al., 2010, Marx et al.,
2010). This architecture is characteristic of a Class II activation mechanism where the
activator binds to a target that overlaps the promoter —35 element and contacts domain 4 of
the RNA polymerase ¢ subunit (Browning & Busby, 2004). We thus searched for such motifs
in the promoter sequences of the 122 transcriptional units identified in this study (Table S2) as
being regulated directly or indirectly by CiaR in WT and AdltA genetic backgrounds. This
revealed the presence of a similar repeated hexanucleotide motif at the expected position in
eight promoters (Fig. 2A). Two of these promoters control the expression of the ciaRH and
relPRS loci. Among the six other genes two encode secreted peptidases (Gbs0030 and HtrA)
and two membrane proteins with putative oxidoreductase (Gbs0196) and phosphatase

(Gbs1995) activity. A single gene (gbs/415) predicted on the basis of the transcriptional data
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252  to belong to the CiaR regulon does not present this hexanucleotide motif in its promoter
253  suggesting an indirect regulation by CiaR.

254 In an attempt to determine if the genes identified as differentially expressed by the
255  transcriptome analysis define the CiaR regulon, we systematically searched for this putative
256  CiaR binding sequence upstream all -10 promoter sequences as determined from RNAseq
257  analysis of transcription start sites (TSS) (data not shown). In addition to the eight sequences
258  described above, we identified ten putative CiaR binding sites (Fig. 2A). Interestingly, a CiaR
259  binding sequence was identified upstream the Pd/t4 promoter although deletion of this
260  regulator had no apparent effect on the transcription of the dlt operon as quantified by DNA
261  array hybridization (Table 1 and S2). In this transcriptome experiment, the CiaR-dependent
262  PdlitA transcription of the dlt operon may be masked by the activity of the upstream promoter
263  PdltR (Fig. 1). A typical CiaR regulated promoter was detected upstream the fis4 gene
264  although ciaR deletion had no effect on fis4 expression in our transcriptome experiments.
265  This might be due to the presence of a CiaR-independent stronger promoter located between
266  PfisA and the initiation codon as determined by RNAseq (data not shown). Four of the 18
267  putative CiaR binding sites are located upstream promoter sequences that might be
268  responsible for the expression of small non-coding RNAs that were recently predicted in an in
269  silico analysis (Marx et al.,, 2010). As the genes encoding these four csRNA were not
270  represented on the DNA-array, their expression was tested by quantitative RT-PCR in
271  NEM316 WT, AdltA, AciaRH, and AciaRH-AdltA mutant strains. Due to the small size and
272  the sequence of these csRNAs, we were able to design primer pairs to study the transcription
273 of only two of them, csRNA10 and csRNA11. qRT-PCR analysis revealed that they exhibited
274  the same expression pattern as the genes activated by CiaR (Table 2). They were induced in
275  the absence of D-alanylation and this activation was controlled by CiaR. The four other CiaR

276  boxes identified are upstream gbs0864, prsA (gb0827), and gbs0951, which showed no
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expression change in a ciaRH mutant although three of them, prs4, ghbs0951, and gbsl1654
were induced in the AdltA strain. Thus, these putative binding sites are either non functional
or regulate the gene expression under specific conditions not tested here. The gene prs4
encodes a secreted peptide prolyl isomerase involved in the folding of secreted proteins and
gbs0951 a conserved secreted protein. Therefore, in response to the external stimuli sensed by
the CiaH sensor, CiaR mainly activates the expression of secreted and membrane bound
proteins that contribute to the adaptation of S. agalactiae.

Until recently, dltRS genes were only described in S. agalactiae. However, by
searching in the NCBI nr database, we identified a similar organization of the d/f locus in the
Streptococcus infantarius subsp. infantarius strain ATCC BAA-102 as it contains dltRS
orthologs upstream of the d/t4-D genes. In an attempt to identify a potential DNA binding site
of DItR, we compared the DNA region containing PdltR in S. agalactiae with that of
S. infantarius (Fig. 3A). This region is highly conserved between the two species and both
contain an almost identical duplication of 6 bases separated by 5 nts (TTTCAA <5nt>
TTTCAA) eleven bps upstream the conserved -10 region. This sequence and its relative
position to the transcription start site are reminiscent to that of the CiaR regulatory site (Fig.
3B) indicating that they likely correspond to the DItR binding site. We did not identify a
similar motif upstream the genes upregulated by DItR in the Ad/t4 background, indicating that

these genes are likely regulated indirectly.

The expression of the dit operon is under the control of three promoters and two TCSs.
Previous analyses have shown that the dltABCD genes are transcribed as a long

transcript initiated at a promoter located upstream d/tR (PdIltR) and a shorter transcript

initiated upstream di/t4 (PditA) (Poyart et al., 2001). Both promoters were characterized by

primer extension (Poyart et al., 2001). However, using high through put identification of TSS
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302 in WT NEM316 (data not shown) we identified an additional promoter, located 170 bp
303  upstream PdltR that we designated Pod/tR (Fig. 3A). This promoter was included in the 527 bp
304 long DNA fragment fused upstream the /acZ gene used to analyse the expression of PdltR
305 (Poyart et al., 2001) thereby precluding a complete understanding of their respective
306  regulatory roles. Here, PdltR was thus cloned independently of Pod/¢R, upstream the lacZ gene
307  of pTCV-lac and its activity was measured in different genetic backgrounds (Table 3). In
308 agreement with the transcriptome data and our previous report (Poyart et al., 2001), PdltR was
309  induced 3-fold in the absence of D-alanylation, an induction that required DItR but not CiaR,
310  or RelR. However, we observed that PdltR is devoid of significant basal activity in the
311  absence of DItR. These results suggest that Pd/¢R activity strictly depends on the presence of
312 DItR for being expressed and being strongly activated in the absence of LTA D-alanylation
313 (Table 3). To further characterize PdltR, two bases of the putative DItR binding motif were
314  mutated and the activity of the resulting promoter, PdltRy was evaluated in NEM316 and
315  relevant mutant derivatives. In this construction the modified adenine nucleotides at positions
316  -25 and -26 in the second repeat were expected not to alter the -35 region of the promoter.
317  However, as shown in Table 3, this modified promoter displayed a low basal activity in all
318  strains tested and was no longer upregulated in the AdltA genetic background. This result is
319  consistent with our hypothesis that this directly repeated motif may be essential for binding of
320  DItR and hence, for Pd/fR activity. Introduction of the same mutation of Pd/fR in the original
321  construct containing both Pyd/tR and PdltR allows to quantify the expression of PodltR. This
322  analysis revealed that PodltR is a relatively weak promoter whose activity remained
323  unchanged in all tested strains, indicating that it is not regulated by DItR or CiaR and does not
324  respond to the D-alanine deprivation of LTA (Table 3).

325 We similarly determined the promoter activity of Pd/t4 by using a lacZ fusion. Pdlt4

326  is induced 7-fold in the absence of D-alanylation. The activation of this weak promoter in the
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absence of LTA D-alanylation was not affected by the inactivation of d/¢tR or re/RS but was
abolished by that of ciaRH, an observation consistent with our in silico detection of a CiaR
binding site upstream PdltA.

DItR and CiaR display 62% similarity and their predicted binding sites also exhibit
sequence identities (Fig. 3B). To test the specificity of these regulators for their respective
promoters, we investigated the effect of swapping the putative regulator binding sites by site
directed mutagenesis (Fig. 3B). We constructed the corresponding /acZ fusions and compared
their expression in the WT strain and AdltA, AciaRHAdItA and AdItRAdItA mutants (Table 3).
Modification of PdltR to insert the CiaR binding site (Pd/tR\i) and of PdltA (PdltAw) to
insert the DItR binding site generated recombinant promoters that were no longer activated in
a AdltA genetic background, indicating that they were recognized neither by DItR nor by
CiaR. These results support the hypothesis that these repeated motifs are essential for Pd/tR

and PdltA promoter activity.

Cationic antimicrobial peptide sensitivity and acidic tolerance

In S. agalactiae, AdltA and AciaR mutants display an increased susceptibility to
cationic antimicrobial peptides such as colistin, nisin, polymyxin B, and mammal defensins
(Poyart et al., 2003, Quach et al., 2009). As Pdlt4 is activated by CiaR, the susceptibility of a
AciaRH mutant might be due to a lower level of D-alanylation. To further investigate this
hypothesis, the Etest method was used to accurately determine the minimal inhibitory
concentration (MIC) of colistin against NEM316 WT and mutant derivatives (Fig. 4). The
WT strain (MIC 32 pg/ml) and the Are/RS mutant (48 pg/ml) have similar MICs towards
colistin but, as shown previously (Poyart et al., 2003), the Ad/t4A mutant is highly sensitive to
this antibiotic (MIC 8 pg/ml). Interestingly, whereas the Ad/fR and AciaRH mutants showed

intermediate MIC values (16 pg/ml), the AdltRAciaRH is as sensitive as the AdltA mutant
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352 (MIC 8 pg/ml). These results show that these two TCS act synergistically to activate the
353  expression of the dlt operon of S. agalactiae.

354 For Streptococcus mutans it had been shown that inactivation of the dlt operon led to a
355  loss of acid tolerance and that the mutant strain was unable to initiate growth below pH 6.5
356 (Boyd et al., 2000). We therefore compared the acid sensitivity of NEM316 WT and its
357  mutant derivatives after overnight growth in TH buffered at a neutral or acidic pH (7.3 and
358 5.1, respectively). As shown in Fig. 5, all strains grow similarly at neutral pH whereas the
359  AditA and AdItRAciaRH mutant strains have a severe growth defect at pH 5.3, the single
360  mutants AdltR and AciaRH show only a weak reduction of the final ODggo reached. This acid
361  sensitivity parallels colistin sensitivity, indicating that it is related to the expression level of
362  the dlItABCD operon. We thus conclude that the level of D-alanylation of the LTAs of
363  S. agalactiae is important both for resistance to cationic antimicrobial peptides and for growth
364  in low pH conditions, two properties critical for carriage and invasion.

365

366  DISCUSSION

367

368 In most Firmicutes, D-alanylation of LTA is a critical modification of the cell
369 envelope catalyzed by the proteins encoded in the dltABCD operon, which modulates the
370  surface net charge. Modulation of the relative negative charge of the bacterial cell surface
371  contributes not only to the sensitivity to cationic peptides, but also to the interaction with
372  charged and non-charged surfaces, and to the recognition of the bacteria by the host defense
373  mechanisms. It also interferes with the bacterial physiology as exemplified by our
374  transcriptome analysis of the S. agalactiae Adlt4 mutant that revealed a strong induction of
375  the stress response. The level of D-alanylation of LTA has therefore to be tightly regulated.

376  The transcriptional regulation of the dit operon has been studied in diverse Firmicutes
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revealing different regulatory strategies. In Bacillus subtilis, the dlt operon is under the
control of the alternative sigma factor op and is expressed in exponential phase (Perego et al.,
1995). In pathogenic bacteria of the same phylogenetic lineage, the expression of the dl¢
operon is under the positive control of homologous TCSs: VirRS in Listeria monocytogenes
(Mandin et al., 2005), GraRS in Staphylococcus aureus (Herbert et al., 2007), and ApsRS in
Staphylococcus epidermidis (Li et al., 2007). In S. aureus, the situation is more complex as
the dlt operon is also under the negative control of the AlsSR TCS (Koprivnjak et al., 2006)
and was also identified as moderately up and downregulated in transcriptome profiling of agr
and rot mutants, respectively (Dunman et al., 2001, Said-Salim et al., 2003). However,
whether these regulations are direct or indirect is not yet known. In streptococci, the dit
operon has been shown to be under the control of different TCS, being down regulated in a
ciaR pneumococcal mutant (Mascher et al., 2003) although the CiaR binding site was not
identified (Halfmann et al., 2007). In S. gordonii, it is under the direct or indirect negative
control of the LiaRS TCS (McCormick et al, 2011).

In S. agalactiae, the ditABCD operon has a peculiar organization as two genes
encoding a TCS named dltS and dltR are located upstream the d/t4 gene (Poyart et al., 2001).
Here, we showed that the expression of this locus is under the control of three promoters
designated PodltR, PdItR, and PdltA. The most upstream promoter, Pod/tR is constitutively
expressed whereas the two others, Pd/¢R and Pdlt4 are strongly induced in the absence of D-
alanylation revealing a feedback control loop for the homeostasis of the bacterial surface net
charge. These two promoters are tightly regulated by two TCSs, DItRS and CiaRH, which are
necessary for the induction in the absence of D-alanylation of PdltR and PditA, respectively
(Table 3). It is likely that these regulations are direct as we identified putative binding sites
overlapping the —35 promoter element for both regulators, a feature characteristic of

promoters that are subject to Class II activation (Browning & Busby, 2004) (Fig. 1, 2 and 3).
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402  Therefore, in S. agalactiae D-alanylation is under the dual control of two TCSs, DItRS and
403  CiaRH, a complex genetic regulation unique among streptococci.

404 The diversity in the regulation of the d/f operon among streptococci and in particular
405  its control by two TCSs in S. agalactiae raises the question of its evolutionary origin. Until
406  recently, the dlfRS genes were only found in S. agalactiae but we showed here that orthologs
407  of these genes are present upstream the ditABCD operon of S. infantarius, a subspecies of the
408  bovis group considered as distantly related to S. agalactiae. Alignment of the six dlt genes and
409 DIt proteins shows overall similar levels of conservation, which are higher than with their
410  counterparts in S. pyogenes, a species considered as more closely related to S. agalactiae
411  (Table 4). The genetic structure of the d/tRSABCD loci in these two species is conserved (Fig.
412 1), but analysis of the genomic context of the dlt loci in streptococci revealed no conservation
413 of the surrounding genes between the different species, in particular between S. agalactiae
414 and S. infantarius (Fig. 1). Therefore, this similar genetic organization likely results from an
415 ancient acquisition of d/fRS by the ancestor of one of the two species followed by the
416  horizontal transfer of the whole locus and subsequent species divergence. The fact that
417  S. agalactiae and S. infantarius are both regular inhabitants of the human gastrointestinal tract
418 is consistent with this hypothesis. Comparison of the Pdlt4 promoter regions among
419  streptococci allows to hypothesize on the origin of the regulation by CiaRH in S. agalactiae.
420  Pdit4 is located in the 3' part of the ditS gene in S. agalactiae, a region missing in other
421  streptrococci with the exception of S. infantarius. However, the alignment of the Pdlt4
422 sequences in these two species revealed that, whereas the -10 promoter region is conserved,
423 the predicted CiaR binding site is not found in S. infantarius (Fig. 2B). This suggests a more
424 recent acquisition of this TCS regulation by S. agalactiae and a convergent evolution of
425  S. pneumoniae and S. agalactiae for the regulation of D-alanylation by CiaRH. However, the

426  CiaR regulation of Pdlt4 might also have been lost in S. infantarius.
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The absence of D-alanylation of LTA in S. agalactiae led to the sensitivity to cationic
peptides and acidic pH (Fig. 4 and 5). Analysis of these two phenotypes in the dlt4 mutant
strain and in the various regulatory systems studied here (DItRS, CiaRH, and RelRS) revealed
a correlation between the expression level of the d/t operon and the sensitivity to these
parameters. In particular, the AciaRHAJItR is as sensitive to cationic peptides and acidic pH
as the ditA mutant. This observation indicates that the constitutive Pod/fR promoter might
have only a minor contribution to the synthesis of the D-alanylation machinery. This
constitutive promoter might direct the transcription of dltRS to ensure its expression in
conditions where PdI¢R is not activated by DItR. Its role would be to avoid the emergence of
cells devoid of DItR that are unable to rapidly respond to D-alanyl ester deprivation of LTAs.
Furthermore, our results demonstrating that Pdlt4 is regulated by CiaRH suggest that a
reduced level of LTA D-alanylation may contribute to the reported sensitivity of the ciaRH
mutant to cationic peptides and its reduced virulence in a mouse model (Quach et al., 2009).
The combined sensitivity of the AdltRS and AciaRH mutants to antimicrobial peptides and
acidity emphasizes the important roles of these systems in GBS virulence, in particular for
survival in macrophages and neutrophils.

An important issue in the study of the regulation by TCSs is the environmental signal
perceived by the sensor protein. The inactivation of dlt4 led to the induction of three TCSs:
DItRS, CiaRH, and RelRS, which in turn are responsible for 62 % of the transcriptional
adaptation to the depletion of LTA D-alanylation (Table 1). Here we showed that the
transcriptional activation of dltRS and ciaRH is probably a direct consequence of the absence
of D-alanylation, whereas the up regulation of re/RS is due to the activation of the CiaRH
system. Interestingly, in S. mutans, CiaRH is activated in medium containing low calcium
concentrations that are sensed by a small peptide encoded by ciaX, a gene located

immediately upstream ciaR (He et al., 2008). Ca”™ concentration may also alter the apparent
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452  net charge of the surface by neutralizing negative charges of the cell envelop. The stimuli
453  sensed by the CiaRH system in other streptococci, including GBS, which apparently do not
454  code for a CiaX ortholog remain to be identified. Our working hypothesis is that DItS and
455  CiaH sensors of S. agalactiae respond to different environmental changes related to surface
456  charge modifications by controlling the level of D-alanylation of the LTAs. Taken together
457  our results led us to propose a model in which D-alanylation of LTA in S. agalactiae is under
458  the control of a dual feedback loop involving the two TCSs DItRS and CiaRH (Fig. 6). In this
459  model, the level of D-alanylation modulates the activity of DItR and CiaR and the expression
460  of the ditABCD operon is in turn regulated by these two regulators. This dual regulation
461  ensures a fine-tuning of the expression of the dlt operon expression and consequently of the
462  net-charge of the bacterial cell surface. Therefore in addition to its role in the modification of
463  LTA, the dit operon is central to the physiology of S. agalactiae controlled by CiaRH.

464 By deciphering the regulatory role of CiaR, we defined two classes of genes: those
465  whose transcription is activated by CiaR only in absence of D-alanylation (e.g. relPRS) and
466  those also activated in presence of D-alanylation (e.g. the ncRNAs). Comparative genomics
467  showed that only CiaRH and the essential WalKR TCSs (Dubrac et al., 2008) are ubiquitous
468 among streptococci (data not shown). CiaRH contributes both to adaptation to acidic
469  conditions and to host infection but comparison of available transcriptomic analysis revealed
470  that its targets are highly diverse among streptococci. Among the 13 promoters controlled by
471  CiaR in S. agalactiae, only those regulating the transcription of ciaRH (autoregulation), the
472  small csRNAs, and htrA are conserved. HtrA, an extracellular protein with protease and
473  chaperone activity, contributes to thermal, oxidative, and acid tolerance and is necessary for
474  virulence of S. pneumoniae and S. pyogenes (Jones et al., 2001, Sebert et al., 2002, Kang et
475  al., 2010). In addition, alike in GBS, CiaR of S. mutans controls the expression of the relPRS

476  operon (Wu et al., 2010) and thereby the synthesis of the alarmone (p)ppGpp that mediates
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the stringent stress response. Collectively, these data support the hypothesis that GBS CiaRH
play a critical role in physiologic homeostasis and stress tolerance by linking (p)ppGpp

metabolism, acid stress tolerance, and the response to D-alanyl ester deprivation.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial strains and growth conditions. S. agalactiae strains used in this work are listed in
Supplementary Table 4. E. coli DH5a (Invitrogen, Paisley, United Kingdom) was used for
cloning experiments. S. agalactiae was grown in Todd-Hewitt (TH) broth or agar (Difco
Laboratories, Detroit, MI) and E. coli in Luria-Bertani medium. S. agalactiae strains were
grown in liquid culture at 37°C in 50 ml Falcon tubes without shaking. Antibiotics were used
at the following concentrations: for E.coli - ampicillin, 100 pg/mL; erythromycin,

150 pg/mL; for S. agalactiae - erythromycin, 10pug/mL.

General DNA techniques. Standard recombinant techniques were used for nucleic acid
cloning and restriction analysis (Sambrook et al., 1989). Plasmid DNA from E. coli was
prepared by alkaline lysis using the Qiagen Miniprep plasmid kit. Genomic DNA of
S. agalactiae was extracted using the Qiagen DNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany). The
oligonucleotide primers used for PCR reactions were designed with Primer3 software
(http://primer3.sourceforge.net/) and are listed in Supplementary Table 5. Sequencing
reactions were performed using the Taq BigDye Terminator cycle sequencing kit and the

3730 capillary sequencer (Applied Biosystems, Foster city, CA).
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501 Plasmids and mutant strain construction. The primers used for plasmid constructions are
502  listed in Supplementary Table 5. In-frame deletion mutants of the ciaRH, relRS genes were
503  constructed by using splicing-by-overlap-extension PCR, as previously described (Dramsi et
504  al., 2006), and the oligonucleotide pairs ciaR_EcoR1-ciaR _Intl and ciaH Int2-ciaH BamH],
505  or 1398-Eco-1398-intl and 1397-int2-1397-BamH]1 respectively. Resulting EcoRI-BamH]1
506  amplimers were cloned into the thermosensitive shuttle plasmid pG host5. Transformants and
507 integrants were selected on antibiotic supplemented solid media as described above. For the
508  AciaRH and ArelRS in frame deletion, integrant strains were serially passaged in liquid
509 medium at 30°C without erythromycin selection to allow the excision of the plasmid
510  pG'host5, leaving in the chromosome either the AciaRH, ArelRS deletion or the wild type
511 allele. Dilutions of the serially passaged cultures were tested by PCR and then for
512 erythromycin sensitivity to identify clones in which pG host5 was excised (Biswas et al.,
513 1993). All in-frame deletions were confirmed by PCR and sequence analysis. The double
514  mutant strain AciaRHAdItA and ArelRSAdItA, were obtained by mutating the d/t4 gene in the
515  AciaRH and ArelRS NEM316 derivative respectively as previously described (Poyart et al.,
516  2001). The AdltRAciaRH strain was obtained by deleting the ciaRH genes in the Ad/tR mutant
517  strain.

518 PditA activity was quantified by using the previously described plasmid
519  PditApTCVlac expressing the corresponding E. coli lacZ fusion (Poyart et al., 2001). For
520  PdItR activity the PditR fragment was amplified by using the oligonucleotide pair Pd/tR-Eco -
521  PdIltR-Bam. To test the function of the putative DItR and CiaR boxes, the Pd/tR and PditA
522  fragments were modified using two oligonucleotide pairs PdltR-Eco - PdItR_ MOR and
523  PditR_MOF - PdltR-Bam for PdltR\; PdltR-Eco - PditR MR and PdltR MIF - PdltR-Bam
524  for PdItRv; and PditA-Eco - PditA MI1R and PditA MIF - PditA-Bam for PdltAn. To

525 quantify the PodltR activity the PodltR+PditR\o fragment was obtained using the two
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oligonucleotide pairs PodltR-Eco - PdltR MOR and PdItR MOF - PdltR-Bam. The resulting
EcoRI-BamH1 amplicons were cloned into the replicative shuttle vector pTCV-lac (Poyart &
Trieu-Cuot, 1997). The recombinant plasmids were transformed into the WT NEM316 strain

and the mutant derivatives by electroporation.

B-galactosidase Assay. S. agalactiae cells containing /acZ fusions were cultivated in TH
medium at 37°C without shaking. Cells were collected in the mid-exponential phase (0.3-0.4
OD), and B-galactosidase activity was assayed as described previously (Poyart et al., 2001).

Each B-galactosidase activity assay was conducted in three replicates.

Microarray experiments. S. agalactiae mutant and wt strains were cultured in TH medium
at 37C. Total RNA was extracted as previously described (Lamy et al., 2004). S. agalactiae
was harvested for RNA isolation at exponential growth phase (OD 0.35-0.4). RNA was
prepared from three independent cultures and each RNA sample was hybridized twice to the
microarrays (dye swap). RNA was reverse-transcribed with Superscript indirect cDNA kit
(Invitrogen) and labeled with Cy5 or Cy3 (Amersham Biosciences) according to the supplier's
instructions. The microarray contains 6835 60mer oligonucleotides specific for 2134
predicted genes of the genome of NEM316 strain. The oligonucleotide design was carried out
with the OligoArray server (Rouillard ef al., 2002) (http://berry.engin.umich.edu/oligoarray/)
and with in house written scripts. The microarray was manufactured by Agilent Technologies.
For hybridization, Cy3 and Cy5 target quantities were normalized. Arrays were scanned in an
Axon 4200AL dual laser scanner connected to the GenePix Pro 6.0 image acquisition and
analysis software package. Slides were scanned at 635nm and 532nm wavelength. An initial
pre-scan of the slide was performed to determine success of hybridization and to allow

defining the boundaries of the array features. PMT gain settings were adjusted at this step to
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551  ensure that the overall red-to-green ratio was similar. Spots were excluded from the analysis
552 in case of high local background fluorescence slide abnormalities or weak intensity. No
553  background was subtracted. Data normalization and differential analyses were conducted
554  using the R software (http://www.r-project.org). A global intensity-dependent normalization
555  using the LOESS procedure (Yang et al., 2002) was performed on a slide-by-slide basis
556  (BioConductor  package  marray; http://www.bioconductor.org/packages/bioc/html/
557  marray.html) to correct the dye bias. To determine differentially expressed genes, we
558  performed a paired t test using the Benjamini and Yekutieli p-value correction method
559  (Reiner et al., 2003). For each gene 3 probes were present on the microarray. The cut off for
560  the expression ratio was set to either superior/equal to 2 or inferior/equal to 0.5 and the
561  general ratio of expression of each gene was calculated as the average expression ratio from
562  the different probes. The complete dataset of our transcriptome analysis was submitted to the

563  ArrayExpress database maintained at http://www.ebi.ac.uk/microarray-as/ae/ under the

564  Accession numbers: E-MEXP-3317, E-MEXP-3318, E-MEXP-3319. Putative CiaR and DItR
565  binding motifs were identified by using the Search Pattern function of the Sagalist web
566  served (http://genolist.pasteur.fr/SagaList/).

567

568  RTqPCR. For each strain mRNA was extracted in triplicates and reverse transcription was
569  performed using Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen) and random primers
570  (Roche). Real-time PCR was performed on cDNA preparations using the SYBR green
571  detection system (Applied Biosystems, Warrington, UK) and the ABI Prism 7900 sequence
572 detector (Applied Biosystems) according to the manufacturer's instructions. Triplicate assays
573  were performed for each point. The S. agalactiae gyrA transcripts were used as an internal
574  control to normalize the amounts of RNA between the various samples. Standard curves to

575  quantify gyr4 mRNA and the csRNA under study were generated using the NEM316 wild-

24



Page 25 of 44 Molecular Microbiology

576

577

578

579

580

581

582

583

584

585

586

587

588

589

590

591

592

593

594

595

596

597

598

599
600
601

type strain as a reference. To determine if the csSRNA was differentially expressed a t test was
performed using the R software, and a p-value < 0.05 was considered as significant. Primer

sequences are listed in Table S5.

Etest and Acid tolerance. Etest (AB BIODISK) is a convenient assay to determine the
minimal inhibitory concentration (MIC) of an antibiotic. Bacteria were inoculated in TH
medium buffered at pH7 by Hepes 100mM. They were diluted 100 times after over-night
growth at 37°C and 10 ml were poured onto TH agar plates. After 10 minutes, the excess of
bacteria and medium was removed carefully and the plate was dried under a microbiology
hood before applying the colistin Etest. The MIC was determined according to the
recommendation of the manufacturer. Acidic tolerance was tested by comparing the ODgg
reached in TH medium at pH 5.1 and 7.3 after 18 hour cultures of the different strains

inoculated at an ODgg of 0.1.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Organization of the S. agalactiae dit operon. The organization of the di/¢ operon in
S. agalactiae is compared to that in S. infantarius (Genbank NZ_ABJK02000006), which contains
orthologs of d/tR and dltS and to that in S. pyogenes SF370 (Ferretti et al., 2001) which does not.
An hypothetical small gene, ditX, located between ditS and ditA, corresponds to the ditS - ditA
intergenic region. PdltR and PdlitA, previously described (Poyart et al., 2001) and PodItR identified
in this work are indicated by arrows. Genes are indicated by arrows, d/fRS genes are in light grey,

dlitABCD in dark grey and neighbouring genes, not orthologous in the three species in white.

Putative transcription terminators are indicated by ?

Fig. 2. CiaRH dependent promoters. A) DNA sequences of the promoters with predicted CiaR
binding sites. Genes under the control of each promoter are indicated on the left, the repeats of the
CiaR binding sites are in red with bases differing from the consensus (TTTAAG) in blue. -10
promoter regions are in bold and underlined and the TSS in green. Numbers on the right panel are
the ratios obtained in three transcriptome analyses: DdltA/wt, DciaA/wt and DciaADdItA/DdItA.
"deleted" indicates that the ciad gene is deleted in the tested strain. B) Alignment of the
S. agalactiae PdltA region with the corresponding sequence in S. infantarius. Whereas the TSS

and the -10 regions are conserved, the CiaR binding sites are not.
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771  Fig. 3. The dItR promoter region. A) DNA sequence of the two promoters PodItR and PdItR
772  identified upstream dItR in S. agalactiae and alignment with the corresponding region in
773 S.infantarius. Only PdItR is conserved. The repeats of the putative DItR binding sites are in blue
774  with the base differing from the consensus (TTTCAA) in red. -10 promoter regions are in bold
775  and underlined and the TSS in green. The -35 and -10 regions of PodItR are in orange. B)
776  Alignment of S. agalactiae PdltR, PditA and the modified versions of these two promoters.
777  Putative CiaR and DItR binding sites are in red and blue respectively. Repeats in Pd/tAm; have
778  been modified to be identical to those in PdltR, whereas repeats in PdltR\;; were modified to be
779  identical to those in PdltA. The two modified nucleotides AA to TT in the second repeat of
780  PdItRy are in orange.

781

782  Fig. 4: Resistance to colistin of NEM316 and mutant derivatives. Colistin resistance was tested
783  using the Etest. The strip contained a gradient of colistin concentrations allowing to determine the
784  MIC of the different strains from the inhibitory zone. The genotypes of the tested strains are
785  indicated above the pictures. The experiment shown is representative of three independent
786  experiments. The MIC value corresponds to the value directly determined by the Etest.

787

788  Fig. 5: Effect of the pH on growth of strain NEM316 and mutant derivatives. The effect of
789  growth at pH 7.3 or 5.1 was determined as the OD600 reached after 18 hours of incubation at
790 37 °C in TH medium buffered at the two pH.

791

792  Fig. 6: Regulatory model of LTA D-alanylation homeostasis. In this model LTA D-alanylation
793  lowers the activation of DItR and CiaR, as indicated by minus signs. These two regulators activate

794  their own expression and the expression of the dltA-D genes as indicated by the plus signs. In
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795  addition CiaR activates the expression of the re/PRS operon. Genes are indicated by boxed arrows
796  and regulatory genes are depicted in light grey.

797
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Table 1: Genes differentially expressed in the AdltA mutant compared to the WT strain

Gene

AdItA/wt

AdItAAdIER IAdItA

AdltAAciaRH/AdItA

AdItAArelRS/IAdItA

Annotation

CiaRH regulon

Genes potentially regulated by DItR in response to the absence of D-alanylation

4gbs0213
gbs0214
gbs0215
gbs0569
gbs0574
fbsA
gbs1286
clpP
gbs1805
dItA
dits
ditR
gbs1874
gbs1950
gbs1951
gbs1952
gbs1953
gbs2106

2.70
3.07
2.63
2.72
0.45
2.31
6.18
2.57
2.35
2.87
2.88
2.47
2.02
2.90
2.79
3.28
3.01
2.78

0.41
0.36
0.45
0.48
2.76
0.41
0.31
0.49
0.42
0.35
0.22
®0.15
0.35
0.40
0.34
0.35
0.34
0.42

conserved protein of unknown function

conserved protein of unknown function

replication initiation factor, RepA family

acetoin reductase

inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase family protein
fibrinogen-binding protein, putative

protein of unknown function

ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit
CHAP domain protein

D-alanine--D-alanyl carrier protein ligase

sensor histidine kinase DItS

DNA-binding response regulator DItR

alkyl hydroperoxide reductase, subunit C

phosphate ABC transporter, ATP-binding protein
phosphate ABC transporter, permease protein PtsA
phosphate ABC transporter, permease protein PstC
phosphate ABC transporter, phosphate-binding protein

transglycosylase-like domain protein

Genes potentially regulated by CiaR in response to the absence of D-alanylation

gbs0030
gbs0196
ciaH
ciaR
relS
relR
relP
gbs1415
gbs1725
gbs1995
gbs2003

1.88
4.55
2.19
2.24
2.16
2.52
2.96
3.03
3.67
5.92
2.65

0.12
0.01
‘Deleted
Deleted
0.42
0.44
0.31
0.32
0.27
0.09
0.02

Deleted
Deleted

similar to Streptococcus equi zoocin A endopeptidase
oxidoreductase, NAD-binding

sensor histidine kinase CiaH

DNA-binding response regulator CiaR

sensor histidine kinase

DNA-binding response regulator

RelA/SpoT domain protein

Predicted membrane protein

oxidoreductase, aldo/keto reductase family

PAP2 family protein

conserved protein of unknown function
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htrA 4.39 - 0.11 - serine peptidase HtrA
gbs0221 3.59 - 2.35 - RelE/ParE family protein
gbs0472 219 - 2.23 - conserved protein of unknown function
gbs1192 2.04 - 2.00 - aldehyde dehydrogenase family protein

Genes potentialy regulated by RelR in response to the absence of D-alanylation

gbs2083 5.20 - - 2.48 putative arginine transporter
gbs2084 10.21 - - 3.49 carbamate kinase
gbs2085 7.68 - 0.49 3.47  ornithine carbamoyltransferase

Genes potentially regulated by RelRS and CiaRH
rpsT 417 - 2.45 2.79  30S ribosomal subunit protein S20
gbs1778 2.32 - 3.64 3.69 universal stress family protein

Genes potentially regulated by RelRS and DItR

gbs0661 252 0.31 - 2.46  putative DNA-entry nuclease
gbs1116 048 2.03 - 4.40 xanthine permease
gbs1734 245 040 - 0.5 PTS system, sucrose-specific IABC component

Genes potentially regulated by DItR and CiaRH

gbs0222 412 045 2.59 - protein of unknown function
gbs0326 347 040 2.55 - ribosomal subunit interface protein
gbs0600 6.13 0.49 2.49 - conserved protein of unknown function
gbs0852 340 0.46 2.53 - protein of unknown function
clpL 6.48 0.28 4.58 - Heat shock protein ClpL
gbs1772 211 0.46 2.76 - formate acetyltransferase 1
gbs1999 3.16 043 6.19 - rhodanese-like domain protein
cfa 3.37 0.35 5.21 - CAMP factor
gbs1202 235 049 2.36 - putative alkaline shock protein 23
gbs1204 2.04 045 2.35 - putative alkaline shock protein 23
gbs1695 2.00 045 4.23 - dihydroxyacetone kinase DAK2 domain protein
gbs1697 225 040 3.08 - glycerol uptake facilitator protein
hrcA 272 0.30 2.32 - heat-inducible transcription repressor
grpE 3.08 0.30 3.62 - co-chaperone protein GrpE
é dnaK 257 0.25 4.10 - molecular chaperone DnaK
§’ dnaJ 2.05 0.33 2.68 - co-chaperone protein DnaJ
<<§ clpE 284 034 2.96 - ATP-dependent Clp protease, ATP-binding subunit CIpE
- groEL 225 0.32 2.63 - chaperonin GroEL
groES 254 0.31 2.46 - chaperonin GroES
gbs1683 044 2.00 0.37 - branched chain amino acid:H+ symporter
gbs0189 0.01 5480 7544 - PTS system, trehalose-specific I| ABC component
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gbs0190 0.03 30.21 46.90 - alpha amylase family protein

Gene potentially regulated by the three TCSs
gbs2107 491 0.32 0.46 0.46  LysM domain protein

Genes that are not regulated by one of the three TCSs

romV 2.31 - - - 50S ribosomal protein L28
gbs0158 3.14 - - - protein of unknown function
gbs0168 2.31 - - - conserved protein of unknown function
gbs0182 2.35 - - - LrgA family protein

rpsO 2.32 - - - 30S ribosomal subunit protein S15
gbs0218 2.32 - - - protein of unknown function
gbs0223 2.20 - - - conserved protein of unknown function
gbs0257 2.36 - - - isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase family protein
gbs0358 2.81 - - - exported protein of unknown function
gbs0397 2.51 - - - exported protein of unknown function
gbs0471 2.24 - - - conserved protein of unknown function
gbs0473 2.25 - - - exported protein of unknown function
gbs0480 2.02 - - - protein of unknown function
gbs0533 2.56 - - - protein of unknown function
gbs0536 4.46 - - - conserved protein of unknown function
gbs0551 6.61 - - - DNA-binding protein HU
gbs0552 2.45 - - - protein of unknown function
gbs0581 2.05 - - - putative ribosomal protein

cylX 2.14 - - - cylX protein

cylZ 2.00 - - - cylZ protein
gbs0687 2.49 - - - conserved protein of unknown function
gbs0761 3.09 - - - protein of unknown function
gbs0764 4.41 - - - conserved protein of unknown function
gbs0793 2.03 - - - protein of unknown function

sod 2.02 - - - superoxide dismutase
gbs0819 2.07 - - - glucosamine-6-phosphate isomerase

prsA 2.04 - - - foldase protein PrsA
gbs0838 2.08 - - - glutaredoxin-like protein
gbs0932 2.00 - - - signal peptidase |
gbs0951 212 - - - conserved exported protein of unknown function
gbs1074 2.29 - - - conserved protein of unknown function
gbs1085 2.24 - - - ATP cone domain protein
gbs1111 3.90 - - - 4-oxalocrotonate tautomerase
gbs1210 2.53 - - - thioesterase family protein
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gbs1226 2.43 - - - protein of unknown function
gbs1400 213 - - - efflux ABC transporter, permease/ATP-binding protein
gbs1402 2.25 - - - transcriptional regulator, MarR family
gbs1446 2.33 - - - protein of unknown function
gbs1457 2.62 - - - putative ferredoxin
rpsyU 5.25 - - - 30S ribosomal protein S21
gbs1505 3.87 - - - protein of unknown function
gbs1632 0.50 - - - leucine transporter ABC superfamily
gbs1633 4.49 - - - protein of unknown function
gbs1653 2.82 - - - conserved membrane protein of unknown function
gbs1654 2.35 - - - protein of unknown function
gbs1721 2.16 - - - universal stress family protein
gbs1766 2.19 - - - protein of unknown function
gbs1791 2.78 - - - conserved protein of unknown function
romH 3.17 - - - 50S ribosomal subunit protein L34
gbs1904 2.64 - - - preprotein translocase subunit YajC
gbs1972 2.39 - - - putative transcriptional regulator
CSpA 0.48 - - - cell surface serine endopeptidase CspA
SPXA 217 - - - transcriptional regulator SpxA
gbs2053 3.52 - - - stress protein, member of the CspA-family
gbs2055 2.04 - - - arginine repressor
gbs2057 2.13 - - - protein of unknown function

798  “Except for gbs0030, only ratio lower than 0.5 or higher than 2 are given.
799  °The signal corresponds to the two probes matching sequences left in the AdItR gene.

800  “deleted, means that the gene is deleted in the tested strains, no signal was detected.

801
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801  Table 2. “Expression of csRNAs by RT-qPCR

csRNA10 csRNA11
NEM316 0.91 (0.08) 0.72 (0.15)
AciaRH 0.38 (0.08) 0.28 (0.13)"
AdItA 2.47 (0.27)b 2.52 (0.71)b
ACiaRHAdItA 0.11 (0_03)c 0.08 (o,os)c

802  “ Values correspond to the relative mRNA concentration with the gyr4 gene as control.
803  Standard deviation are indicated in parentheses.

804 " The ratio is significantly different to that observed in the wild-type.

805  © The ratio is significantly different to that observed in the AditA mutant.
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812 Table 4: Sequence comparison of S. agalactiae dlt genes with S. infantarius and S. pyogenes

Page 38 of 44

“beciaR  dliR dlsS ditA ditB dltC ditD
S. infantarius
amino acid 87 % 72 % 56 % 82 % 76 % 87 % 61 %
nucleotide 77 % 64 % 62 % 74 % 71 % 82 % 65 %
S. pyogenes SF370
amino acid 80 % - - 73 % 57 % 72 % 50 %
nucleotide 77 % 68 % 67 % 68 % 58 %

813 “ Percentage of identities by BLASTP and BLASTN at the amino acid and nucleotide levels

814 respectively.

815 ® Alignments with ciaR was used as a control
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2) Résultats complémentaires

(a)  Effets de concentrations sub-inhibitrices de colistine

La colistine est un antibiotique polypeptidique cyclique, de la famille des polymyxines,
produit par Bacillus polymyxa,et chargé positivement, mais ressemblant a un peptide cationique.
Il agit comme détergent sur la membrane cellulaire des bactéries [335]. Afin d’étudier la réponse
de S. agalactiae a la présence de peptides antimicrobiens, j'ai réalis€¢ une analyse
transcriptomique dans des conditions ou la concentration de colistine est sub-inhibitrice afin de
limiter la mise en place d’une réponse majoritairement liée a un fort ralentissement de la
croissance. J'ai, dans un premier temps, déterminé la concentration sub-inhibitrice en analysant
les effets sur la croissance d'une gamme de concentrations de colistine (Figure 16). Puis dans un
second temps, j'ai étudié l'effet sur le profil d'expression d'une concentration de 60 pg/mL de
colistine n’induisant qu’un faible ralentissement de la croissance (Figure 16). La colistine a été
ajoutée a la culture a une DOgyp a peu pres égale a 0,05 apres environ deux doublements, les
bactéries ont été prélevées a une DOgyy de 0,4 correspondant a environ trois doublements aprés
I'ajout de l'antibiotique. Dans ces conditions on peut considérer que la réponse analysée
correspond a une adaptation apres ajout de colistine et non a la réponse au stress induit. Cette

analyse a été faite en triplicats.
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Figure 16: Effet des différentes concentrations de colistine sur la croissance de la souche NEM316
Sur ce graphique ne sont représentées que les courbes de croissance de la souche NEM316 en absence de
colistine et en présence des concentrations finales de colistine de 30, 40, 50, 60, 80, 100 et 125 ug/mL. La
courbe de croissance de NEM316 en présence de 60 ng/mL de colistine est indiquée en orange.
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Figure 17 Effets de doses sub-inhibitrices de colistine sur la croissance de la souche NEM316.
Courbe de croissance en absence et apres addition de colistine (60 pg/mL). Les cultures réalisées en
absence ou en présence de colistine sont respectivement indiquées par des triangles et des ronds. Les

couleurs correspondent a trois cultures indépendantes.
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En réponse a la présence de colistine dans le milieu, 219 génes sont différentiellement
exprimés (Table 5), soit environ 10% des genes de la souche NEM316. Parmi les 111 génes
réprimés, 24 codent pour des protéines impliquées dans le métabolisme énergétique (atpB, atpF,
atpH), la machinerie de réplication- réparation- recombinaison (rpoAd, polA, recN, nrdE, deoD?2),
le ribosome (14 geénes codant pour des protéines ribosomales) et la division cellulaire (diviB,
ftsZ). La diminution de la transcription de ces geénes est probablement li¢e a la réduction de la
vitesse de croissance de S. agalactiae en présence de colistine (Figure 17). L’expression de 6
régulateurs transcriptionnels est modifiée. La majorité de ces régulateurs est induite: Gbs0048
(famille CroCl), Gbs0685 (famille OmpR), Gbs1582 (famille LysR), Gbs1849 (famille Lacl),
RgfA; seul Gbs0546 (famille ArgR) est réprimé.

De fagon surprenante aucune expression différentielle n’est observée, aussi bien pour
I’opéron dlt que pour les régulateurs ciaR et ditR. Il n'y a pas non plus d'induction des protéines
de stress induites dans un contexte Adlt4. La comparaison de ce transcriptome avec celui du
mutant AdltA/sauvage, indique que 28 des génes différentiellement exprimés en réponse a la
colistine le sont également dans le mutant Ad/t4. La majorité de ces geénes est induite dans les
deux transcriptomes. Parmi ces geénes trois correspondent a des génes dont la transcription est
activée par CiaR (gbs0196, gbsi415, gbs1995). L'induction de plusieurs cibles directes de
CiaRH en présence de doses sub-inhibitrices suggere que le régulateur CiaR serait activé, mais
que cette activation ne s'accompagnerait pas d'une augmentation de la transcription de ciaR.
Cette activation serait partielle et n'entrainerait la transcription que des promoteurs les plus
sensibles. Dans ce contexte il serait intéressant de déterminer si cette augmentation d'activité

passe par une modification de I'état de phosphorylation du régulateur CiaR.

Le fait marquant de cette analyse est la répression de fonctions liées au taux de
croissances en l'absence d'induction des protéines de stress. Une hypothése pourrait étre que la
colistine ralentisse l'import de nutriments, ou affecte le niveau énergétique de la cellule.
L'analyse des autres fonctions modifiées ne permet pas d'identifier un mécanisme spécifique

d'adaptation a l'ajout de colistine en conditions sub-inhibitrices.

Chez S. pneumoniae, une analyse portant sur la réponse transcriptomique a différents
peptides antimicrobiens (nisine, LL-37, et bacitracine) a permis de montrer que la résistance de
S. pneumoniae a ces peptides fait intervenir des ABC transporteurs [336]. Or dans les données

obtenues chez S. agalactiae, l'activation de l'expression d'un unique ABC transporteur est
81



observée. Cet ABC transporteur n'est orthologue a aucun des transporteurs identifiés dans 1'é¢tude
réalisée chez S. pneumoniae. Cette observation suggere la mise en place d'un autre mécanisme de

résistance a de faibles concentrations de colistine chez S. agalactiae.

La colistine est un antibiotique qui ressemble a un peptide cationique. Néanmoins il est
nécessaire d'analyser la réponse a des peptides cationiques, produits par le systéme immunitaire.
En effet, chez S. pneumoniae la réponse diffeére selon les peptides antimicrobiens testés [336].
Nous pourrions alors comparer les réponses observées chez ces deux bactéries et mieux
comprendre la réponse de S. agalactiae a la production de peptides cationiques par 1'hote au

cours de l'infection.
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Tableau 6: Génes différentiellement exprimés en conditions d'adaptation a I'ajout de colistine

locus Ratio gene Annotation
TH Colistine/ TH
gbs0016 0,49 pcsB pcsB protein
gbs0024 2,65 - phosphoribosylformylglycinamidine synthase
gbs0025 2,25 purF amidophosphoribosyltransferase
gbs0026 2,74 purM phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase
gbs0027 2,38 purN phosphoribosylglycinamide formyltransferase
gbs0028 2,05 - acetyltransferase, GNAT family
gbs0031 0,38 - group B streptococcal surface immunogenic protein
gbs0043 2,06 purE phosphoribosylaminoimidazole carboxylase
gbs0048 2,33 - transcriptional regulator, Cro/CI family
gbs0060 0,49 rplW ribosomal protein L23
gbs0061 0,46 rplB ribosomal protein L2
gbs0062 0,39 rpsS ribosomal protein S19
gbs0063 0,34 rplV ribosomal protein L22
gbs0064 0,40 rpsC ribosomal protein S3
gbs0065 0,37 rplP ribosomal protein L16
gbs0066 0,34 rpmC ribosomal protein L29
gbs0067 0,36 rpsQ ribosomal protein S17
gbs0068 0,39 rpIN ribosomal protein L14
gbs0069 0,35 rplX ribosomal protein L24
gbs0070 0,39 rplE ribosomal protein L5
gbs0072 0,44 rpsH ribosomal protein S8
gbs0082 0,40 rpsM ribosomal protein S13
gbs0083 0,41 rpsK ribosomal protein S11
gbs0084 0,39 rpoA DNA-directed RNA polymerase, alpha subunit
gbs0108 2,22 - deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase
gbs0111 0,45 - pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase protein
gbs0127 2,09 rpmV ribosomal protein L28
gbs0142 2,41 - penicillin-binding protein 4, putative
gbs0158 2,45 - conserved hypothetical protein
gbs0196 2,00 - oxidoreductase, putative
gbs0201 0,46 - lipoprotein, putative
gbs0228 0,39 - hypothetical protein
gbs0229 0,44 - hypothetical protein
gbs0240 2,05 - protein of unknown function
gbs0241 2,43 - FtsK/SpollIE family protein
gbs0242 2,80 - protein of unknown function
gbs0243 2,86 - conserved hypothetical protein
gbs0253 2,13 - hypothetical protein
gbs0254 2,09 - conserved hypothetical protein
gbs0257 6,54 - conserved hypothetical protein
gbs0272 2,16 - PTS system, IIBC components
gbs0300 2,21 - conserved hypothetical protein
gbs0344 2,06 - membrane protein, putative
gbs0358 3,10 - hypothetical protein
gbs0395 2,22 - protein of unknown function
gbs0415 0,45 - conserved hypothetical protein
gbs0419 3,33 - protein of unknown function/lipoprotein
gbs0425 0,50 polA DNA polymerase I
gbs0426 0,41 - CoA-binding domain protein
gbs0428 7,93 - cell wall surface anchor family protein
gbs0456 0,39 - cell wall surface anchor family protein
gbs0459 0,50 - hypothetical protein
gbs0470 0,49 alp2 surface protein Rib
gbs0495 2,19 - magnesium transporter, CorA family
gbs0515 2,30 nth endonuclease III
gbs0523 0,46 murG UDP-N-acetylglucosamine--N-acetylmuramyl- transferase
gbs0524 0,39 divIB cell division protein
gbs0526 0,37 ftsZ cell division protein
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gbs0527
gbs0528
gbs0529
gbs0530
gbs0546
gbs0547
gbs0552
gbs0553
gbs0561
gbs0583
gbs0594
gbs0595
gbs0600
gbs0613
gbs0614
gbs0615
gbs0661
gbs0685
gbs0759
gbs0785
gbs0789
gbs0790
gbs0805
gbs0819
gbs0825
gbs0827
gbs0831
gbs0837
gbs0847
gbs0852
gbs0866
gbs0872
gbs0873
gbs0876
gbs0877
gbs0878
gbs0890
gbs0891
gbs0897

gbs0911
gbs0916
gbs0933
gbs0934
gbs0951
gbs0952
gbs1021
gbs1022
gbs1023
gbs1037
gbs1049
gbs1050
gbs1055
gbs1056
gbs1057
gbs1063
gbs1072
gbs1105
gbs1111
gbs1141
gbs1154
gbs1156
gbs1183

0,29
0,38
0,37
0,47
0,47
0,42
2,21
5,29
2,20
3,04
0,45
0,49
2,03
0,48
0,45
0,42
3,88
2,07
0,45
0,48
2,61
2,48
2,11
3,60
0,41
0,37
2,32
0,42
2,36
2,22
2,14
0,49
0,47
0,47
0,34
0,35
0,41
0,46
0,40

0,48
2,32
0,31
2,22
0,48
2,06
0,37
0,43
0,48
2,92
2,49
2,38
0,46
0,40
0,41
0,42
0,50
0,50
3,97
2,13
2,26
3,12
0,45

ylmE protein, putative

ylmF protein

YGGT family protein

ylmH protein

arginine repressor ArgR, putative

DNA repair protein RecN

hypothetical protein

dihydroorotate dehydrogenase A

conserved hypothetical protein

adenosine deaminase, putative
transmembrane protein Vexp1

ABC transporter, ATP-binding protein Vexp2
conserved hypothetical protein

RNA methyltransferase, TrmA family
hypothetical protein

acid phosphatase, class B

DNA-entry nuclease, putative

DNA-binding response regulator

conserved hypothetical protein
penicillin-binding protein 2b
oxalate:formate antiporter

membrane protein, putative

conserved hypothetical protein
glucosamine-6-phosphate isomerase
hydrolase, haloacid dehalogenase-like family
protease maturation protein, putative
glycosyl transferase, family 8
ribonucleoside-diphosphate reductase 2
conserved hypothetical protein

hypothetical protein

GtrA family protein

glucose-1-phosphate adenylyltransferase , subunit
glucose-1-phosphate adenylyltransferase, subunit
ATP synthase FO0, A subunit

ATP synthase FO0, B subunit

ATP synthase F1, delta subunit

exonuclease RexB

exonuclease RexA

acetoin dehydrogenase, thymine PPi dependent, E2 component,
dihydrolipoamide acetyltransferase

protein of unknown function

nucleoside diphosphate kinase
glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase
phnA protein

conserved hypothetical protein

Na+/H+ exchanger family protein
aminopeptidase N

phosphate transport system regulatory protein PhoU
phosphate ABC transporter, ATP-binding protein
protease, putative

conserved hypothetical protein

carbon starvation protein CstA, putative
hypothetical protein

hypothetical protein

lipoprotein, putative

hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
4-oxalocrotonate tautomerase

membrane protein of unknown function
guanosine monophosphate reductase
conserved hypothetical protein

GTP cyclohydrolase I
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gbs1184
gbs1200
gbs1202
gbs1203
gbs1204
gbs1205
gbs1206
gbs1207
gbs1208
gbs1230
gbs1236
gbs1237.1
gbs1239
gbs1251
gbs1252
gbs1274
gbs1295
gbs1300
gbs1301
gbs1310
gbs1312
gbs1342
gbs1348
gbs1349
gbs1350
gbs1351
gbs1377
gbs1378
gbs1379
gbs1380
gbs1415
gbs1417
gbs1457
gbs1465
gbs1478
gbs1481
gbs1484
gbs1485
gbs1486
gbs1487
gbs1489
gbs1499
gbs1505
gbs1518
gbs1535
gbs1549
gbs1565
gbs1582
gbs1583
gbs1608
gbs1609
gbs1621
gbs1633
gbs1644
gbs1645
gbs1663
gbs1695
gbs1696
gbs1701
gbs1707
gbs1766
gbs1770
gbs1776

0,50
0,44
0,24
0,19
0,16
0,19
0,18
0,38
0,40
2,03
0,50
0,50
0,43
0,45
0,47
0,50
2,32
2,36
2,28
2,35
0,48
0,50
2,12
2,41
2,86
3,71
2,50
2,49
2,69
2,34
2,15
0,39
3,06
2,17
0,46
0,49
0,41
0,47
0,48
0,47
0,49
2,17
2,07
0,49
2,45
2,18
2,10
2,15
2,35
2,57
2,48
2,04
2,21
0,46
0,44
0,47
0,44
0,46
0,45
0,42
2,19
2,05
2,60

folylpolyglutamate synthase

conserved hypothetical protein

gls24 protein, putative

conserved hypothetical protein

gls24 protein, putative

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

membrane protein, putative

N-acetyl neuramic acid synthetase

protein of unknown function

glycosyl transferase Cps]J(V)

purine nucleoside phosphorylase
voltage-gated chloride channel family protein
iminodiacetate oxidase, putative

conserved hypothetical protein

1SSdy1, transposase OrfA

ISSdy1, transposase OrfB

Transposase

DNA polymerase III alpha subunit (modular protein)
protein of unknown function

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

conserved domain protein

homocysteine S-methyltransferase

amino acid permease

hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
1-phosphofructokinase

ferredoxin, 4Fe-4S

iron compound ABC transporter, permease protein
cell wall surface anchor family protein
glycosyl transferase, group 2 family protein
glycosyl transferase, group 2 family protein
glycosyl transferase, group 2 family protein
nucleotide sugar dehydratase, putative
nucleotidyl transferase, putative
lipoprotein, putative

ribosomal protein S21

conserved hypothetical protein

preprotein translocase SecA subunit, putative
conserved hypothetical protein

preprotein translocase, SecG subunit
hypothetical protein

transcriptional regulator, LysR family
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein
3-phosphoserine/phosphohydroxythreonine aminotransferase
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

integrase domain protein
acetyltransferase, GNAT family
dihydroxyacetone kinase family protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

membrane protein, putative
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gbs1790 10,31 - hypothetical protein

gbs1798 3,44 rpsN2 ribosomal protein S14

gbs1816 0,47 cbf HD domain protein

gbs1828 0,44 - hypothetical protein

gbs1836 2,02 rpmH ribosomal protein L34

gbs1838 0,19 opuABC amino acid ABC transporter, permease protein
gbs1839 0,25 opuAA amino acid ABC transporter, ATP-binding protein
gbs1849 2,54 - sugar-binding transcriptional regulator, Lacl family
gbs1858 2,01 - hypothetical protein

gbs1875 0,41 ahpF alkyl hydroperoxide reductase, subunit F
gbs1881 2,47 - membrane protein, putative

gbs1904 2,05 yajC preprotein translocase, YajC subunit

gbs1907 2,34 malP citrate carrier protein, CCS family

gbs1919 2,93 - neuraminidase-related protein

gbs1940 2,78 - membrane protein, putative

gbs1941 2,17 - membrane protein, putative

gbs1944 2,24 fasA response regulator

gbs1963 2,11 - acetyltransferase, GNAT family

gbs1969 2,18 - protein of unknown function

gbs1971 2,61 - hypothetical protein

gbs1973 0,44 - protein of unknown function

gbs1995 2,03 - PAP2 family protein

gbs1996 2,79 - conserved hypothetical protein

gbs1997 2,72 - conserved hypothetical protein TIGR00730
gbs1998 3,08 - protease, putative

gbs1999 0,26 - rhodanese-like domain protein

gbs2000 0,28 cfa cAMP factor

gbs2053 2,47 csp cold shock protein, CSD family

gbs2069 2,11 - Tn916, FtsK/SpollIE family protein

gbs2076 0,49 - protein of unknown function

gbs2091 2,00 - conserved hypothetical protein

gbs2102 2,35 - membrane protein, putative

gbs2103 2,05 trmU tRNA(5-methylaminomethyl-2-thiouridylate)- methyltransferase
gbs2106 0,22 - protein of unknown function/lipoprotein
gbs2107 0,24 - LysM domain protein

gbs2128 2,37 - membrane protein, putative

(b) Interruption de ghs1451 (ItaS)

En complément de I'¢tude de la modification du LTA, je souhaitais analyser I'impact de
l'absence du LTA. Chez S. aureus il a été montré que la synthése du LTA est dépendante du gene
ltaS qui code pour une glycérol-phosphate polymérase [134]. Cette protéine est constituée de 5
segments transmembranaires et d’un grand domaine C-terminal extracellulaire. Le géne gbs/451
de la souche NEM316 code une protéine qui présente 41% d’identité avec la protéine LtaS de
S. aureus. Afin d'étudier les effets de I'absence de LTA au niveau de la paroi de S. agalactiae, j'ai
tenté d'inactiver ce gene par simple recombinaison, apres intégration d'un dérivé du plasmide a
réplication thermosensible pG1, portant un fragment interne au géne gbs/451. Le fait de ne pas
avoir obtenu d'intégration semble indiquer que ce geéne est essentiel a la croissance de S.

agalactiae. Le géne gbs1451 est monocistronique, et la 1étalité ne doit pas étre due a un effet
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polaire. Chez S. aureus, le géne [taS avait ét¢ initialement décrit comme essentiel [134]. Il a par
la suite été montré que le mutant /¢zaS est thermosensible, et a une croissante lente a 30°C [135].
Chez S. agalactiae, l'insertion de pGl nécessite une sélection a 40°C qui est sans doute

incompatible avec la viabilit¢ du mutant d'insertion.

b) Interruption de I'opéron gbs1494-80 codant pour les fonctions
nécessaires a la synthése de 1'antigéne B.

Tres peu d'é¢tudes ont été réalisées sur l'antigene B, un composé de la paroi de
S. agalactiae. L'antigéne B est un polysaccharide pariétal dont la structure est connue, mais dont
la fonction biologique reste trés hypothétique. Une souche mutante qui serait dépourvue
d'antigéne B a ¢été décrite mais n'a pas été caractérisée [337]. Cette souche a une croissance
défectueuse et forme de longues chaines en conséquence d'un défaut de séparation des cellules.
L'annotation du génome de la souche NEM316 [125] et une analyse bioinformatique récente,
plus approfondie [120], ont permis de proposer que l'opéron ghsi494 (rmlD) - gbsi480 était
responsable de la biosynthese de 'antigéne B. Afin de caractériser la fonction de ce polymére,
j'ai construit un mutant par insertion du plasmide thermosensible pG1 au niveau du second gene
de cet opéron (gbs1493). Ce mutant présente une croissance tres altérée ainsi que des défauts au
niveau de la division cellulaire, visibles en microscopie optique (Figure 18). Ce résultat est en
accord avec les données de Pincus et al. [337], et confirme les prédictions in silico sur le role de
cet opéron dans la synthése de l'antigéne B [120]. Il confirme également I'importance de
l'antigéne B pour la structure et l'organisation de la paroi de S. agalactiae. L'analyse de nos
données de transcriptome n'a pas mise en évidence de modulations de l'expression du locus

codant pour I'antigéne B, suggérant que I'antigéne B est un composant structurel de la paroi.
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Figure 18: Photographie en microscopie optique du mutant insertionnel de I'antigéne B et de la
souche sauvage. Le mutant insertionnel du géne gbs1493 correspond a l'image A, et la souche NEM316
sauvage correspond a I'image B.

2. Réseaux de régulation impliquant des régulateurs de type RofA
(publication n?2)

Chez S. agalactiae différents génes, codant pour des protéines de surface impliquées dans
l'interraction avec I'hote, sont localisés a proximité des geénes codant pour les facteurs de
transcription qui régulent leur expression. Nous avons voulu déterminer si ces facteurs de
transcription pouvaient agir également sur l'expression d'autres composants de la paroi. Je me
suis focalisée sur deux régulateurs de la famille RofA-like, Rga associé au locus secA2 codant
pour la protéine Srrl, et RogB associé a I'opéron ghs1478-1474 codant pour le pilus PI-2a. Ces
deux facteurs de transcription sont codés au niveau d'ilots génomiques, et nous voulions

¢galement déterminer ils étaient intégrés au sein des réseaux de régulation de S .agalactiae

Le facteur transcriptionnel RofA a été pour la premiere fois identifié chez S. pyogenes [338],
ou il agit comme activateur transcriptionnel du géne pr¢F codant pour une protéine de liaison a la
fibronectine. Toujours chez S. pyogenes, il a ét¢ montré que les régulateurs RofA et Nra (tous
deux de la famille RofA), sont capables d’agir comme activateurs transcriptionnels et répresseurs
sur les méme cibles [339, 340]. Par exemple Nra joue respectivement le rdle de répresseur et
d'activateur transcriptionnel sur les génes du pilus [339, 341] dans les souches de sérotypes M49

et M53.
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(1) Résultats

(a) Rga et RogB régulent conjointement la synthése du pilus PI-2a et de la protéine Srr.

Afin de déterminer les roles respectifs des deux régulateurs Rga et RogB, de type RofA, au
sein des réseaux de régulation de S. agalactiae, j’ai étudié I’effet transcriptomique de la délétion
des geénes correspondants, rga et rogB, dans un fond NEM316. Dans les mutants ArogB et
Arga, respectivement 178 genes et 96 génes sont différentiellement exprimés par rapport a la
souche sauvage. De maniere intéressante 'expression du gene Srr/ est induite dans le mutant
ArogB mais réprimée dans le mutant Arga. Au contraire, l'expression de l'opéron PI-2a
(gbs1478-1474) est induite dans le mutant Arga, mais réprimée dans le mutant 4rogB. Nous
avons montré I’existence d’une régulation croisée entre les deux régulateurs RogB et Rga, Rga
activant D’expression de rogB. Au contraire Rga semble réprimer sa propre expression, une
augmentation d’expression d’un facteur 9 étant observée au niveau de la partie non délétée du
génedans le mutant 4rga. L'interaction entre les deux systémes de régulations laisse penser qu'il
existe une relation fonctionnelle entre la protéine Srrl et le pilus PI-2a. Cette relation

fonctionnelle a été analysée par Shaynoor Dramsi (Article 2).
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Tableau 7: Ratio observé pour les génes du locus pilus PI-2a, srrl, rogB, rga, et gbs1605-06 dans
les analyses transcriptomiques des mutants Arga, ArogB, ACovRS

Ratio Ratio Ratio
Arga/WT ArogB/WT AcovRS/WT
gbs1474 0.09 0.98 3.91 pilC, pilus anchoring subunit (LPXTG)
gbs1475 0.11 0.69 3.88 srtC4, pilus associated class C sortase
abs1476 e 0.69 .57 srtC3, pilus associated class C
sortase
gbs1477 0.03 0.4 3.81 pilB, major pilin subunit (LPXTG)
gbs1478 0.07 0.4 3.36 pilA, pilus associated adhesin (LPXTG)
gbs1479 0.31 0.3 0.88 rogB, transcriptiongl regulator RALP
(rogB) family
gbs1529
0.04 3.09 4.97 srrl, Ser rich repeat glycoprotein (LPXTG)
(srrl)
gbs1530
9* 1.56 3N rga, transcriptional regulator RALP family
(rga)
gbs1605 0.44 0.53 101.14 Glycosyltransferase, family 2
gbs1606 0.43 0.48 77.63 Glycosyltransferase, family 2

le ratio indiqué par une * correspond au ratio observeé pour 1'unique sonde correspondant a la
partie non délétée lors de la construction du mutant rga. Les ratios supérieurs a des effets de 2
sont indiqués en couleur.

(b) Une partie de la régulation génique par CovR dépend de Rga

Une analyse précédente utilisant des macroarrays montrait que 1’expression de rga et non de
rogB était induite d’un facteur 2 dans le mutant NEM316AcovSR [183], suggérant que CovR
régulait I'expression de rga. J’ai confirmé que rga fait partie du régulon CovRS en étudiant
I’effet de la mutation AcovSR a l’aide des microarrays Agilent qui donnent des résultats
beaucoup plus précis. Les données du transcriptome indiquent que l'expression de rga est induite
d'un facteur 3,7 et confirment que celle de rogB n'est pas affectée par la mutation de covR.
L’analyse comparative des transcriptomes des mutants rga et covSR montre que, outre rga, le
gene ssrl et I'opéron pilus PI-2a sont induits d'un facteur 5 et 3,8 respectivement dans le mutant
AcovSR. Par ailleurs deux genes codant pour des glycosyl transférases hypothétiques (gbs1605-
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1606) sont également induits dans le mutant AcovSR et réprimés dans le mutant rga. Ceci
indique qu'une partie de la réponse observée dans le mutant AcovSR fait intervenir Rga. CovR
agirait comme répresseur de l'expression de rga, Rga étant lui méme un activateur
transcriptionnel de srr/ et de PI-2a. Le site de fixation de CovR correspond a une région riche en
AT. L'analyse de la séquence en amont du TSS du géne rga montre la présence d'un motif répété
de 8 nt séparé de 19 nt qui pourrait correspondre au site de fixation de CovR (Figure 20). Cette
figure montre que les sites de liaison entre CovR et Rga sont trés proches, et suggere qu'il
pourrait y avoir une compétition entre ces deux régulateurs au niveau de la région promotrice du
gene rga. L'ensemble de ces données conduit a proposer le modele de régulation décrit sur la

Figure 19.

il 2ty s e ey

Figure 19: Modéle d'action de Rga au sein des réseaux de régulation de S. agalactiae

Les protéines correspondant aux régulateurs transcriptionnels CovR, Rga et RogB sont respectivement
indiquées par des ronds vert, bleu et violet. Les fléches rouges et vertes indiquent que ces régulateurs
agissent respectivement comme activateurs transcriptionnel et répresseurs sur les génes cibles.
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ACCTTTATGAGGTTATCACTAATTATGACTAAAATAAATATACTTTAACCCCTCATTTT

TGG TACTCCAATAGTGATTAATACTGATTTTATTTATATGAAATTGGGGAGTAAAA

1
(srri) -

CCCAAAAAGGTATTTAAAATCTTTATTTTTTGAGAATTATTATTTTATAAGGTTAAAAT

GGGTTTTTCCATAAATTTTAGAAATARAAAAACTCTTAATAATAAAATATTCCAATTTTA
+1
{rga}

ATTTGAAACATTTTATATTATTCCTTATTATAGTATTAATG
TAARCTTTGTAAAATATAATAAGGAATAATATCATAATTAC

Figure 20: Région promotrice des génes divergents srr! et rga

Les séquences des boites -35 et -10 sont indiquées en gras et rouge, et le +1 de transcription est indiqué en
violet pour les deux genes. Les sites potentiels de fixation de CovR sont indiqués en bleu et les séquences
protégées par Rga dans 'expérience d'empreinte a la DNAsel décrit dans I'article n°2 sont en vert.
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Abstract

Rapid adaptation to changing environments is key in determining the outcome of
infections caused by the opportunistic human pathogen Streptococcus agalactiae. We
previously demonstrated that the RofA-like protein (RALP) regulators RogB and Rga activate
their downstream divergently transcribed genes, i.e. the pilus operon PI-2a and the serine-rich
repeat encoding gene srrl, respectively. Characterization of the Rga regulon by microarray
revealed that the PI-2a pilus was strongly controlled by Rga, a result confirmed at the protein
level. Complementation experiments showed that expression of Rga, but not RogB, in the
double ArogB/Arga mutant, or in the clinical strain 2603V/R displaying frameshift mutations
in rogB and rga genes, is sufficient to restore wild-type expression levels of Srrl and PI-2a
pilus. Biofilm formation was impaired in the Arga and Arga/rogB mutants and restored upon
complementation with rga. Paradoxically, adherence to intestinal epithelial cells was
unchanged in the Arga mutant. Finally, the existence of several clinical isolates mutated in

rga highlights the concept of strain specific regulatory networks.
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Microbial Drug Resistance

Introduction

Streptococcus agalactiae (also known as group B streptococcus, GBS) is a Gram-positive
encapsulated commensal bacterium of the human intestine that is also present in the vagina of
15-30% of healthy women 2, However, in certain circumstances, GBS can become a life-
threatening pathogen in neonates ? Two distinct GBS-associated clinical syndromes, referred
to as early-onset disease (EOD) and late-onset disease (LOD) have been recognized in
neonates depending on the age of the infant at the time of disease manifestations. For EOD,
epidemiological studies have documented how commonly GBS are transmitted from "carrier"
mothers to newborn infants **. Transmission occurs by inhalation of GBS-contaminated
amniotic or vaginal fluid during delivery, followed by bacterial translocation across the
respiratory epithelium that rapidly progresses into subsequent systemic infection. The lung is
most likely the portal of entry. In contrast, for LOD, the mode of transmission and the
infection route has remained elusive. LOD is characterized by bloodstream infection with a
high risk of progression to meningitis and is strongly associated with GBS strains belonging
to the “hypervirulent” clonal complex 17 ''7*_ A recent study strongly supports an intestinal
portal of entry for LOD *°. GBS is also an emerging pathogen of adults with elderly,
immunocompromised and those with diabetes and malignancies being particularly at risk 810
Clinical manifestations are varied and include skin, soft tissue and urinary tract infections,
bacteremia, pneumonia, arthritis and endocarditis 810

During the last decade, key virulence factors of GBS involved in colonization, survival,
spread and persistence of the bacterium within the human host have been identified (for a
recent review, see 2). In addition, the availability of eight genome sequences accelerated our
understanding of the pathogen’s strategy 40, Rapid adaptation to changing environments
encountered during infection is essential for GBS survival that need to colonize various
tissues, obtain nutrients, or evade the host immune response. The genome sequences of GBS
strains have revealed the presence of 17-20 two-component systems (TCS) that can respond
to changes in the external environment. One of the best-characterized TCS is the CovS/CovR

system that plays a major role in virulence 1321

. The regulatory activity of CovR is not only
modulated by its cognate sensor CovS but also by a serine/threonine kinase Stkl that
inactivates CovR by phosphorylation on threonine residue 65 2

GBS NEM316 encodes 6 “stand-alone” transcriptional regulators '' amongst which RogB,
Rga and Gbs1426 belong to the RofA-like family (RALP) (for a review, see 19). RogB and

Rga are the closest relatives of this family exhibiting 47% identity whereas Gbs1426 is more
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distantly related, displaying 23% and 24% identity to RogB and Rga respectively. RofA, the
founding member of this family, was first identified in Group A Streptococci (GAS) as a
positive transcriptional activator of the adjacent prtF gene encoding the fibronectin binding

protein Sfbl 30

. Nra, the second RALP regulator identified in GAS, was found to be a negative
regulator for an adjacent gene that encodes the collagen-binding protein Cpa, as well as an
unlinked gene encoding the fibronectin-binding protein PrtF2 *°. RALP proteins exhibit
strong similarities with another global regulator of M protein synthesis in GAS called Mga
(Hondorp et al., 2007). Mga and RALP proteins are about 500 amino acids long and contain 3
conserved Pfam domains: i) HTH_Mga (PF08280); ii) Mga (PF05043); and iii) PRD
(PF08270). Both Helix-Turn-Helix found in PF08280 and PF05043 were involved in DNA-
binding 7T (see Fig. S1).

In the present work, we demonstrate the central role of Rga in controlling the synthesis of two
important GBS NEM316 surface adhesins, namely PI-2a pilus and Srrl. Surprisingly, the
adherence of a rga knock-out strain to epithelial cells was similar to that of the wild-type

(WT) strain suggesting that the display of surface proteins is a highly dynamic process which

is dependent on expression of multiple adhesins.
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Results

Rga microarray analysis

To define the respective roles of the paralogous regulators Rga and RogB, we carried out a
genome-wide transcriptional analysis of the WT NEM316 strain and its isogenic Arga and
ArogB mutant strains. In the Arga strain, 60 genes were found down regulated and 36 up
regulated compared to the parental NEM316 using a 2-fold cut off threshold. These regulated
genes are often grouped into operons and encode proteins associated to a large variety of
unrelated functions suggesting that Rga is a pleiotropic regulator. Among the down-regulated
genes, we identified its cognate target gene srr/ but, most importantly, the regulator-encoding
gene rogB and its target operon ghsI478-1474 (named PI-2a in *) (Table 1). In the ArogB
strain, 96 genes were found down regulated and 82 genes up regulated. The down-regulated
genes included the PI-2a operon and the two component regulatory systems ciaRH and relPR,
whereas srrl was among the most up regulated genes. RogB, alike Rga, may impact on the
expression of other regulatory genes making it difficult to identify genes which are directly
regulated by either regulators from those which are indirectly regulated.

A previous macroarray analysis performed in our laboratory showed that rga (gbs1530), but
not rogB, was 2-fold induced in the NEM316AcovSR mutant 2! This observation was
confirmed in this study by using microarray analysis (E-MEXP-3304). We thus compared the
Rga regulon which included 96 differentially regulated genes (2-fold cut-off threshold) to the
CovSR and RogB regulons using Cluster 3 and TreeView programs. The subset of 61 genes
differentially regulated in at least two microarrays is shown in Fig. 1. The most striking group
of genes likely regulated through a CovSR-dependent Rga regulation includes srr/ and the
PI-2a pilus operon (gbsi478-1474), the glycosyltransferase encoding genes gbsl1605-1606,
and that encoding the surface adhesin BibA (gbs2018) (Table 1).

Quantitative analysis of the results shows that the expression of the PI-2a operon is positively
regulated by both Rga and RogB, but that the impact of the rga deletion is 10 times that of the

rogB mutation.

Rga is the master regulator of the pilus operon

In order to determine the hierarchy between Rga and RogB in the transcriptional activation of

the PI-2a pilus operon (gbs1478-1474) and srrl (gbs1529), quantitative RT-PCR experiments
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on srrl and pilB were performed using the WT strain NEM316 and its isogenic Arga and
ArogB mutant strains. The results shown in Fig. 2 demonstrated that Rga is the major
transcriptional activator of PI-2a pilus and srr/ transcription (> 100 fold on pilB, the second
gene of the operon, encoding the major pilin). As previously described, RogB only slightly
activates pilB transcription by 2-3 fold 13 We also observed a slight repression of srrl
transcription by RogB confirming the transcriptomic data.

By dot-immunoblotting with specific polyclonal antibodies against Srrl and PilB on
exponentially growing bacteria, we determined Srrl and PilB protein levels in the WT strain
NEM316 and the two isogenic mutants Arga and ArogB. As a control for bacterial loading,
we used an antibody against formaldehyde killed GBS bacteria. No signal could be detected
in the Arga mutant indicating that Rga is the major activator of both Srrl and PilB synthesis
(Fig. 3). Trans-complementation with a plasmid-borne rga restored both Srrl and PilB
synthesis (Fig. 3).

The complex interaction between RogB and Rga prompted us to construct a double
Arga/rogB mutant derivative of strain NEM316. We then introduced plasmid borne rga or
rogB under the control of a constitutive promoter both in the WT and double mutant strains.
Western blot and dot-blot analyses showed that i) overexpression of rogB or rga in the WT
strain increased the formation of PilB polymers; and ii) expression of rga only, but not rogB,
in the Arga/rogB strain was sufficient to restore WT levels of pilus synthesis (Fig. 4).
Similarly, overexpression of rga in the WT strain increased the expression level of Srrl at the
cell surface and was sufficient to restore WT levels of Srrl in the Arga/rogB strain (data not
shown).

Analysis of rga sequence in the three complete GBS genomes and 4 partially sequenced
genomes revealed that strains A909, 2603V/R, and CJB111 likely produced truncated Rga
resulting from frameshift mutation and/or mutation creating an internal stop codon (Fig. S1).
Interestingly, the GBS strain 2603V/R responsible for adult invasive disease also exhibited a
frameshift mutation in the rogB gene, thus constituting a natural rga/rogB double mutant. We
first showed by immunoblotting analyses that 2603V/R did not synthesize any detectable
levels of Srrl and PilB proteins (not shown). By introducing in trans a functional copy of rga
(pRga) in strain 2603V/R, we restored expression of both PilB polymers and Srrl, whereas
the trans-expression of rogB did not (Fig. 4 for PilB, not shown for Srrl). Altogether these
results indicate that expression of rga is necessary and sufficient for both PI-2a pilus and Srrl

expression.
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Characterization of PI-2a and Srr1 promoters

To gain further insight in the molecular mechanisms underlying the Rga-dependant
regulation, transcription start sites were localized in the rogB-pilA and rga-srrl intergenic
regions (Fig. S2). Single non-overlapping transcriptional start sites were found upstream pilA
(the first gene of the PI-2a operon), rogB, srrl and rga genes, suggesting no transcriptional
interference between the divergently transcribed genes (Fig. S2).

In vitro binding assays were performed to test whether the Rga-dependant activation results
from direct interaction of Rga with its target promoters. Our many attempts to express and
purify the recombinant Rga protein in E. coli using different systems (Rga-6His or MBP-Rga
or RgA-intein) have failed. In all cases, the protein was either insoluble or degraded (data not
shown). We therefore cloned the entire rga with a C-terminal histidyl tag in the multicopy
vector pAT18 giving rise to pRga-6His. This plasmid, able to complement the Arga mutant
(not shown), was expressed in L. lactis strain NZ9000 under the control of a constitutive
promoter. The recombinant protein Rga-6His was purified from L. lactis and its identity
verified by mass spectrometry analysis (data not shown). DNAse I footprinting assays were
carried out using either the purified Rga-6His protein (20 pg) or total protein extracts (25-100
ug) from L. lactis (pRga-6His) or L. lactis (pAT18). As shown in Fig. 5, two close DNA
sequences in the srr/ promoter region from -100 to -69 and from -64 to -45 relative to the
transcriptional start site were protected with the total extracts of L. lactis (pRga-6His). No
protection was detected with control L. lactis (pAT18) extracts, neither with the purified
protein Rga-6His. The same experiment was done with the PI-2a promoter region and no
protection against DNase I digestion was observed (data not shown). These results show that
1) srrl is directly regulated by Rga while the PI-2a operon is probably indirectly regulated;
and ii) that purification of Rga is detrimental to its DNA-binding activity, either because of

protein instability or of the loss of a cytoplasmic cofactor.

Biofilm formation is abolished in the Arga mutant and restored upon complementation

A major role of GBS PI-2a pilus is its implication in biofilm formation 1834 Indeed,
expression of the NEM316 PI-2a pilus operon in the non-pathogenic L. lactis strain NZ9000
conferred to the recombinant bacteria the ability to form biofilm (Fig. S3 and . We
therefore tested the isogenic Arga and ArogB mutants for their ability to form biofilm on
polystyrene plates using LB glucose medium. As shown in Fig. 6A, biofilm formation is
slightly reduced in the ArogB mutant but strongly impaired in the Arga mutant as compared to

the parental NEM316 strain. Complementation of ArogB and Arga by plasmid overexpression
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of rogB and rga respectively restored biofilm formation (Fig. 6B). Finally, we showed that
overexpression of rga in the Arga/rogB was sufficient to confer to the strain the ability to
form biofilm whereas overexpressing vector alone or rogB did not (Fig. 6C). Similarly,
overexpression of rga in GBS strain 2603V/R conferred to this GBS clinical isolate the
capacity to form biofilm in our experimental conditions. Finally, overexpression of rga in the
WT strain increased the levels of biofilm as compared to the WT strain carrying the vector
alone or the plasmid carrying rogB (Fig. 6C).

The second important role assigned to GBS pilus PI-2A is to promote adhesion to alveolar
epithelial cells A549 ®'® whereas Srrl was shown to be a surface adhesin **. We thus tested
the adhesive capacity of the Arga mutant to A549 alveolar cells and TC7 intestinal cells.
Surprisingly, we did not found any significant difference for adherence to these cell lines
between Arga mutant and WT strain (Fig. 7 and data not shown). This led us to hypothesize
that expression and/or display of other surface proteins in the Arga mutant compensate for the

absence of GBS adhesins Srrl and PI-2a pilus.
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Discussion

We show here that the PI-2a pilus and Srrl, two major surface components previously
characterized in our laboratory, are under the positive control of a common transcriptional
regulator Rga belonging to the RALP family. We demonstrated the pre-eminence of Rga over
RogB, the second closest RALP paralog exhibiting 47 % identity with Rga and previously

shown to activate the transcription of the pilus operon PI-2a ®'

. It is worth noting that the
synthesis of these adhesins is partially dependent upon the TCS CovSR which acts by
negatively controlling the transcription of rga. A working model of regulation is depicted in
Fig. 8.

Relatively little is known about the regulation of virulence factors in GBS besides the central
role of CovSR, a two-component system (TCS). We and others previously showed that the
response regulator CovR is a pleiotropic regulator of virulence genes which binds to the
promoter regions of the genes that it controls '>*'. A consensus CovR recognition sequence
has been determined (5’-TATTTTAAT-3’) using both DNAse I footprinting and
computational analyses 21 Interestingly, the rga gene was 2-fold induced in the AcovRS
strain, indicating that part of the response of S. agalactiae to the covR mutation may be
indirect. By examining carefully the rga promoter region, we found a putative binding site for
CovR located 40 bp from the transcriptional start site (TSS) with two mismatches in the

recognition sequence.

Rga and RogB belong to the Mga surperfamily which includes the RofA-like protein family
or RALPs originally described in GAS (for a recent review, see ). These transcriptional
regulators coined as “stand-alone” response regulators were previously shown to control
global virulence regulons in response to changing environmental conditions '*. Like the other
members of this family of regulators, Rga is predicted to exhibit two successive helix-turn-
helix motifs at its N-terminus, which is consistent with a DNA-binding function. Only two
poorly defined consensus sites have been defined for Mga and RofA 1226 Interestingly the
DNA sequence protected by Rga found upstream from srr/ (boxes I and II) is reminiscent of
the RofA-binding site found within the intergenic region shared by rofA and prtF at a similar
position relative to the TSS '2. Computational analyses of the various promoter regions of Rga
target genes were performed but did not reveal any clear consensus sequence suggesting a

complex regulation.
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During the preparation of this manuscript, another study reporting the role of Rga in pilus
formation in S. agalactiae NEM316 was published *’. These authors claim that recombinant
Rga purified from Escherichia coli can bind to the promoter regions of pilA and fbsA. We
were unable to see any convincing gel shift on pilA and srrl promoter regions with purified
Rga under various conditions (not shown). Using the DNAse I protection assay, a protected
region in the srrl promoter region was defined with total extracts of L. lactis expressing rga
compared to L. lactis carrying the vector alone. But no protection was observed with the
recombinant purified Rga-6His alone. Collectively, our results Rga suggest that other
bacterial components are necessary to promote binding of Rga to certain of its target

promoters.

Genome-wide transcriptional analysis indicated that Rga not only controls the expression of
genes encoding surface proteins but also additional aspects of bacterial physiology in
particular arginine catabolism (gbs2083-2085; gbs2122-2126). Both gbs2083-2085 and
gbs2122-2126 operons encode genes showing homologies to those found in the arginine
deiminase pathway (ADI). This multi-enzyme complex catalyzes the conversion of arginine
to ornithine, ammonium, and carbon dioxide with the concomitant production of ATP. ADI-
expressing bacteria were shown to better overcome oxygen and nutrient starvation but also to
better survive in acidic environments **. From the microarray data (Table 1), it appears that
Rga strongly activates the ADI pathway. We therefore tested the survival of GBS NEM316
and its isogenic mutant strain Arga in various pH conditions (6.0, 5.5, 5 and 4). We found that
the growth of the Arga mutant was strongly impaired in acidic conditions, with a 2-log
reduction in viability after 2 h at pH 4 compared to the WT strain (data not shown). It is thus
tempting to speculate that Rga may play a major role during vaginal colonization of GBS
strain NEM316 and that the pilus PI-2A and Srrl are the major adhesins involved in this
process.

We and others previously showed a major role of GBS PI-2a pilus in biofilm formation '***,
Here, we further strengthen this result by demonstrating a strict correlation between the PI-2a
expression and the ability of the different mutants tested to form biofilm (Fig. 6 and S3). We
previously showed that both PI-2a pilus and the surface glycoprotein Srrl are bacterial

adhesins for host epithelial cells *'*?*. To our surprise, the Arga mutant, which is strongly
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impaired for both PI-2a and Srrl synthesis, was found to be as adherent as the parental strains
on human epithelial cells A549 and TC7. We suggest a profound remodelling of the bacterial
surface in the Arga mutant with the exposition of other potential adhesins such as FbsA
(Samen et al., 2011), a major fibrinogen binding protein, that could potentially compensate
for the loss of PI-2a and Srrl. Global surface proteome changes might also explain the
behaviour of two other NEM316 derivatives, Agbs1478-74 and AsrtC3C4 mutant in the PI-2a
locus, which were found to be as adherent as the WT strain to epithelial cells (S. Dramsi,
unpublished data). Overall these results suggest that adherence of GBS to epithelial cells is
probably mediated by multiple adhesins and that removal of one or several adhesins from the
GBS cell surface is often compensated by the display of other surface proteins involved in the
same function proving the robustness of the system.

In contrast, the biofilm formation in LB glucose is strictly dependent on PI-2a pilus synthesis
in GBS. Moreover, the recombinant L. lactis strain overexpressing the PI-2a pilus operon are
able to form biofilm ** (Fig. S3). We also noticed that overexpression of rga in the Arga strain
which increased biofilm formation decreased the adherence level to epithelial cells suggesting
in these conditions a fine-tuned balance between bacteria-bacteria and bacteria-host
interactions (data not shown). Of note, the recombinant L. lactis strains overexpressing the PI-
2a pilus or the pilus-associated adhesin PilA were unable to adhere to epithelial cells as

compared to the control L. lactis strain carrying the empty plasmid (Fig. S3).

Our study was performed in strain NEM316 but we noticed that, among the other available
GBS genomes, at least three strains (A909, CJB111, 2603V/R) display a frameshift mutation
in the rga gene at various positions leading to a truncated protein. Similarly, the GBS strains
2603V/R and 515 display a frameshift mutation in the rogB gene (Fig. S1). It is worth noting
that in the GBS strain COH1, which belongs to the hypervirulent clonal complex ST-17, the
chromosomal locus PI-2a is replaced by PI-2b and that the srr/ locus is missing;
consequently, this strain does not express neither Rga nor RogB regulators '. These
observations reveal that GBS clinical isolates exhibit a diverse repertoire of surface
components and associated transcriptional regulators.

This work leads us to consider the bacterial surface as a dynamic structure susceptible to
unpredictable remodeling that may have important functional consequences. Thus, the

concept of pathogenicity in streptococci appears more complex than previously thought.
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Materials and Methods

Bacterial strains, media and growth conditions

Bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table S1. Streptococcus
agalactiae NEM316 is a ST-23 serotype III strain whose genome has been sequenced 11. The
NEM316Arga and NEM316ArogB mutants were constructed previously 628 The Escherichia
coli DH5a (Invitrogen) used for cloning experiments was grown in Luria-Bertani (LB)
medium. Unless otherwise specified, S. agalactiae was cultured in Todd-Hewitt (TH) broth
(standing filled flasks) or agar (Difco Laboratories, Detroit, MI). Erythromycin was used at
150 pg/ml for E. coli and 10 pug/ml for S. agalactiae. Lactococcus lactis strain NZ9000 20 was
grown in M17 medium supplemented with 1% glucose (GM17). Heterologous expression of
PI-2a pilus in L. lactis strain was realized as follows: The five genes gbs[478-1474 were
amplified from NEM316 genomic DNA and cloned in the lactococcal vector pOri23, a high
copy number erythromycin resistance plasmid expressing the cloned gene from the strong
constitutive promoter P23 31, The primers used for amplification of gbsI478 (pilA), gbs1477
(pilB), gbs1474 (pilC) and the entire operon PI-2a (gbsi478-1474) are shown in Table S1.
The various PCR products were then cut by the appropriate enzymes (New England Biolabs),
purified and cloned into pOri23. The resulting plasmids were verified by DNA sequence and

introduced into electrocompetent L. lactis NZ9000.

General DNA techniques

Standard recombinant techniques were used for nucleic acid cloning and restriction analysis
3 Plasmid DNA from E. coli was prepared by rapid alkaline lysis using the QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen). Genomic DNA from S. agalactiae was prepared using the DNeasy
Blood and Tissue Kit (Qiagen). PCR was carried out with Phusion Taq polymerase as

described by the manufacturer (Finnzymes).

Construction of mutants and complemented strains

The double mutant ArogB/Arga was constructed as described for NEM316ArogB but in the
NEM316Arga genetic background.
The primer pairs RgaF-RgaR and RogBF-RogBR were used to amplify the sequence

encoding the rga and rogB genes respectively (Table S1). The resulting PCR fragments were
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digested with BamH1-Pst1 and cloned into the shuttle vector pTCVErm-Ptet to generate pRga
and pRogB respectively. The resulting plasmids were introduced by electroporation into the

various strains.

Expression and purification of recombinant Sag1407

Sag1407 DNA coding region was amplified by PCR using genomic DNA of GBS 2603V/R
as template and primers Sagl407Nco and Sagl407Bam (Table S1). The PCR product was
digested with Ncol and BamHI enzymes and cloned into pET2817 (Tazi et al., 2010). The
resulting plasmid was introduced into E. coli BL21ADE3/pDIA17 for protein expression.
Recombinant 6xHis-SAG1407 protein was purified under native conditions by affinity
chromatography on Ni-NTA column according to manufacturer’s recommendation (Qiagen)
followed by exclusion chromatography on Superdex 200 column (GE Healthcare). Protein
purity was checked on SDS-PAGE and accurate protein concentration was determined using
the Bradford protein assay. Rabbit polyclonal antibodies were produced and purchased from

Covalab (Villeurbanne, France).

Microarray analysis

We used oligo-arrays carrying three oligonucleotides per gene, that was demonstrated as a
much more sensitive method than the previously used DNA macro-arrays >'. RNA was
reverse-transcribed with Superscript indirect cDNA kit (Invitrogen) and labeled with Cy5 or
Cy3 (Amersham Biosciences) according to supplier's instructions. The microarray containing
6835 60-mer oligonucleotides specific for 2134 predicted genes of the genome of NEM316
strain and for all intergenic regions longer than 100 nucleotides has been designed using the
program OligoArray (http://berry.engin.umich.edu/oligoarray/). Based on these sequences a
custom oligonucleotide array was manufactured (Agilent Technologies) with a final density
of 15K. For hybridization, Cy3 and Cy5 target quantities were normalized at 150 pmol.
Arrays were scanned in an Axon 4000B dual laser scanner connected to the GenePix Pro 6.0
image acquisition and analysis software package. Slides are scanned at 635nm and 532nm
wavelength (respectively for Cy5 and Cy3). An initial pre-scan of the slide is performed to
determine success of hybridization and to allow defining the boundaries of the array features.
PMT gain settings are adjusted at this step to ensure that the overall red-to-green ratio is

similar (PMT settings are 635nm = 460, 532nm = 425). Spots were excluded from analysis in
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case of high local background fluorescence slide abnormalities or weak intensity. No
background was subtracted. For the purpose of a statistical analysis, RNA was prepared from
three independent cultures and each RNA sample was hybridized twice to the microarrays
(dye swap), leading to 6 values. Data normalization and differential analysis were conducted
using the R software (http://www.r-project.org). A global intensity-dependent normalization
using the LOESS procedure *' was performed on a slide-by-slide basis (BioConductor
package marray; http://www.bioconductor.org/packages/bioc/html/marray.html) to correct the
dye bias. To determine differentially expressed genes, we performed a paired t test using the
VM method (VarMixt package * together with the Benjamini and Yekutieli p-value correction
method **. For each gene 3 probes were present on the microarray. The cut-off for the
expression ratio was set to either superior/equal to 2 or inferior/equal to 0.5 and the general
ratio of expression of each gene was calculated as the average expression ratio from the
different probes. Data for which at least 2 of the 3 probes gave a significant and non-
contradictory result were taken into account.

All transcriptome data are MIAME compliant. The RAW data have been submitted to the
ArrayExpress database maintained at http://www.ebi.ac.uk/microarray-as/ae/ under the

Accession number: E-MEXP-3236 for the rga experiment, E-MEXP-3237 for the rogB

experiment, and E-MEXP-3304 for the covSR experiment. It is worth mentioning that the
Rga microarray analysis revealed a number of genes that were strongly up-regulated in the
Arga mutant, such as gbs0189-0190 (118- and 31-fold respectively), an observation that was
not confirmed by quantitative RT-PCR. We noticed that they belong to a set of about 140
genes for which a strong discrepancy was repeatedly observed for the WT strain between
independant microarrays experiments and/or qRT-PCR analysis. Our hypothesis is that the
expression of these genes is unexpectedly variable from one experiment to another one, even

though the growth conditions were cautiously monitored.

Real-time quantitative PCR

Total RNAs extracted from NEM316, NEM316Arga, and NEM316ArogB were harvested at
an ODgoonm = 0.5 as previously described *# cDNA synthesis was performed on DNase I
treated RNA (5pg) with random hexamers (Roche) using Superscript II RT (Invitrogen) as
recommended by the manufacturer. Real-time quantitative PCR was performed as described
previously *® in a 25 ul reaction volume containing cDNA, 12.5 ul iQTM SYBR Supermix
(BioRad), and 1 pl gene-specific primers (10 uM each) (Table S2). Briefly, amplification,
detection, and analysis were performed with the MyiQ Single-Color Real-Time iCycler PCR
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Detection System and the MyiQ Optical System Software (Bio-Rad). The specificity of the
amplified products and the absence of primer dimers formation were verified by generating
melting curves. The absence of contaminating genomic DNA was verified by testing each
sample in control reactions without a prior reverse transcription step. The critical threshold
cycle (CT) was defined for each sample. The expression levels of the tested genes were
normalized using NEM316 gyrA gene whose transcription level did not vary under our
experimental conditions. Each assay was performed in quadruplicate and repeated with two
independent RNA samples. The change (n-fold) in the transcript level was calculated as

described %,

DNase 1 footprinting assays

DNA fragments corresponding to the promoter regions of srr/ (409 bp amplified with primers
rga/strl-F and -R), pilA (295 bp, rogB/pilA-F and -R) were generated by PCR using Pwo
polymerase (Roche) and the indicated oligonucleotide pairs (for sequence see Table S1).
Radiolabeling of DNA fragments was performed as described previously . Either purified
Rga-6His or crude extracts (from L. lactis/pAT18 and L. lactis/pAT18-Rga) binding to DNA
(5 x 10* cpm per reaction) was performed at room temperature in a buffer containing 25 mM
NaH,PO, pH 8, 50 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT and 10% glycerol. DNasel treatment

and migration of reactions mixtures were then performed as described previously %,

Primer extension reactions

Total RNA was used as templates for primer extension reactions using radiolabeled specific
primers of rogB (gbs1479), pilA (gbs1478), rga (gbs1529), and srrl (gbs1530) respectively
(Table S1) as previously described . The corresponding Sanger DNA sequencing reactions
were carried out by using the same primers and PCR-amplified fragments containing the
genes upstream regions with the Sequenase PCR product sequencing kit (USB, Cleveland,

OH).

Immunoblotting analysis

Cell wall protein extracts were prepared by harvesting 50 ml of bacteria in exponential phase
(0Dgp=0.5). The bacterial pellet was washed in ice-cold phosphate buffer saline (PBS) and
then in Tris-HCI buffer (5S0mM, pH 7.3) and finally the pellet was resuspended in the
mutanolysin digestion buffer (Tris-HCI 50mM pH 7.3 supplemented with 20% sucrose and a
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complete protease inhibitor cocktail (Roche)). Mutanolysin (Sigma) dissolved to 5,000 U ml™!
in potassium phosphate buffer (pH 6.2) was then added to the bacterial suspension to give a
final concentration of 100 U mI™ and samples were rotated for 2 h at 37°C. After centrifuging
at 13,000 g for 15 min at 4°C, supernatants corresponding to the cell wall extracts were
analyzed on SDS-PAGE or kept frozen at -20°C. For western blotting, proteins were boiled in
Laemmli sample buffer, resolved on Tris-Acetate Criterion XT gradient gels 4-12% SDS-
PAGE gels (BioRad) and transferred to nitrocellulose membrane (Hybond-C, Amersham).
For dot-blot analysis on whole bacteria, exponentially growing bacteria were washed in PBS
and resuspended in adjusted volumes of PBS to get similar ODgg values. The bacteria were
loaded on nitrocellulose membrane, dried up for 20 min at room temperature, and then
blocked in PBS-milk 5% for 30 min. PilB and Srrl were detected using specific rabbit

polyclonal antibodies obtained previously ***

at 1: 1000 dilution and as loading control S.
agalactiae was detected using a mouse antibody raised against formaldehyde killed BM110.
The secondary horseradish peroxidase (HRP)-coupled anti-rabbit secondary antibody
(Zymed) was used at 1:20000 dilution whereas the goat anti-mouse antibody was used at
1:10000 dilution. Detection was performed using the Western pico chemiluminescence kit

(Thermo Scientific). Image capture and analysis were done on GeneGnome imaging system

(Syngene).

Biofilm formation assays

Bacterial attachment and surface growth on polystyrene microtiter plates were analyzed
during growth of S. agalactiae in LB medium with 1% glucose supplemented with
erythromycin when necessary. Overnight cultures grown in TH were used to inoculate LB
glucose medium at 0.1 ODggo and after a brief vortexing, 180 ul of cell suspension were
dispensed into 96-wells plate (Costar 3799; Corning, Inc., NY) and incubated at 37°C for 2 h
or 24 h. The ODg¢y of each culture was measured to ensure that they have reached the
stationary phase at similar cell densities, and the wells were washed twice in PBS using
ELx50 washer (Biotek) and air-dried for 15 min. Biofilms were stained with 0.1% crystal
violet for 30 min (100 pl per well) and the wells were washed twice with PBS and air-dried.
The stained biomass was resuspended for quantification in ethanol/acetone (80:20) and Asgs

was measured. The assay was performed in quadriplate.

Cell culture and adherence assays
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The human cell lines A549 (ATCC CCL-185) from an alveolar epithelial carcinoma and TC7
clone * established from the parental colon adenocarcinoma Caco-2, were cultured in
Quantum 286 Medium (PAA). Cells were incubated in 10% CO, at 37° C and were seeded at
a density of 2 to 5 x 10 cells per well in 24-well tissue culture plates. Monolayers were used
after 24 - 72 h of incubation. Bacterial cultures from overnight cultures ODgy of 2
(approximately 6 10° CFU/ml) were washed once in PBS and resuspended in DMEM. Cells
were infected at a multiplicity of infection (M.O.I) of 10 bacteria per cell for 1 h at 37 °C in
10% CO,. The monolayers were then washed four times with PBS, and the cells were
disrupted by the addition of 1 ml sterile deionized ice-cold water and repeated pipeting. Serial
dilutions of the lysate were plated onto TH agar for count of viable bacteria. The percent of
adherence was calculated as follows: (CFU on plate count / CFU in original inoculum) X 100.

Assays were performed in triplicate and were repeated at least three times.
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Figure Legends

Fig. 1. Comparison of the Rga regulon to the CovSR and RogB regulons using Cluster 3.0
and Java Tree View representation. Among the 97 differentially regulated genes in the Rga
regulon, a subset of 61 genes whose expression varies in the CovSR or RogB microarrays are
shown. Up-regulated genes are indicated in red, down-regulated genes are indicated in green,

and non-variable genes are shown in black.

Fig. 2. Expression of the genes pilB and srrl in S. agalactiae ArogB (top panel) and Arga
(bottom panel). The transcriptional analysis was performed by quantitative RT-PCR and
normalized relative to gyrA gene. The figure indicates the calculated ratio of the expression in

the mutant strains relative to that in the NEM316 WT strain.

Fig. 3. Analysis of surface exposure of Srrl and PilB proteins in WT NEM316, Arga and
ArogB strains by immunodot-blot. 2 ul and 6 ul of whole bacterial cells suspension in PBS
(ODgponm=1) harvested in exponential phase (OD600nm=0.5) were spotted on nitrocellulose.
Membranes were hybridized with specific anti-Srrl and anti-PilB rabbit polyclonal
antibodies. Anti-GBS antiserum raised in mice was used for loading control. Membrane were
next incubated with HRP-conjugated secondary antibodies and revealed using the Western

pico chemiluminescence Kkit.

Fig. 4. Western blot analysis of cell wall anchored pili in three S. agalactiae strains
overexpressing rogB or rga. NEM316 and its isogenic Arga/rogB mutant strains (panel A)
and S. agalactiae 2603V/R strain (panel B) harboring the empty vector or the plasmids
carrying rogB or rga. All the strains were grown in the presence of erythromycin.
Mutanolysin extracted cell wall associated proteins were separated on 4-12% gradient SDS-
PAGE and detected after transfer on nitrocellulose with specific anti-PilB (panel A) of anti-

Sag1407 (panel B) antisera. The molecular weight marker are indicated on the left (kDa).

Fig. 5. DNase I footprinting analysis of Rga binding to the srrl promoter region. A :
DNase I protection assay on the srr/ promoter region using crude extracts of Lactococcus
lactis harboring either the pAT18 empty vector or the pAT18-rga plasmid. Lanes contain
approximately 0.5 pmol (5 x 10* cpm per reaction) of labeled template strand of srr! (-176 to

+232 relative to the transcription start site). Lane 1: no protein; lanes 2 and 5: 25 pg; lanes 3
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and 6: 50 ug ; lanes 4 and 7 : 100 pg of L. lactis/pAT18 crude extract in lanes 2, 3 and 4 and
L. lactis/pAT18-rga crude extract in lanes 5, 6 and 7. Lane 8: A+G Maxam and Gilbert
reaction. Brackets indicate regions protected by Rga from DNase I cleavage. B: Nucleotide
sequences of the rga promoter region. Initiation site of transcription has been mapped (Fig.
S2) and indicated as +1, and the -10 and -35 regions are shaded. Regions protected from

DNase I digestion upon Rga binding are indicated.

Fig. 6. Role of transcriptional regulators Rga and RogB in biofilm formation. S.
agalactiae NEM316 and its isogenic Arga and ArogB mutants (panel A), ArogB or Arga
complemented strains (panel B), NEM316, NEM316Arga/rogB and 2603V/R overexpressing
rogB or rga as compared to the corresponding strain harboring the empty plasmid
(vec).Bacteria were grown in 96 wells polystyrene plates in LB supplemented with 1%
glucose at 37°C for 24h. Adherent bacteria were stained with crystal violet (CV) and
quantification was performed by measuring absorbance at 595 nm. For bacteria harboring the
plasmids, the experiments of biofilm formation were performed in the presence of
erythromycin which affects the final biomass and results in overall less biofilm (compare
panel B and A). Results displayed in the histograms correspond to the average of three

independent experiments (error bars are standard deviations).

Fig. 7. Adhesion of S. agalactiae NEM316 and its isogenic ArogB, Arga, and Arga/rogB
mutants to the alveolar epithelial A549 cell line. Monolayers were infected at a multiplicity
of infection of 10 bacteria per cell for 1 hour at 37°C. The adherence frequencies were
calculated from the numbers of bacteria remained attached to the cell after the incubation
period and three washes with respect to the number of inoculated bacteria. The level of
adherence of the WT strain is arbitrarily reported as 100 and the level of adherence of the
various mutants are relative values. The results are presented as mean value (+SD) from 3

independent experiments, each strain tested in triplicate.

Fig. 8. Working model for Rga regulation and its integration in other regulatory
networks. Strong transcriptional activation of srr/ and PI-2a operon by Rga (black thick
lines) and low activation of the PI-2a operon by RogB (grey thin lines). RogB also activates
its own transcription and slightly represses srri. At an upper level, the CovS/R two-

component system, central for virulence in GBS, negatively regulates rga transcription.
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Supplementary Figures:

Fig. S1. Comparison of RogB (A) and Rga (B) deduced amino acid sequences in the
sequenced GBS strains. NEM316, 2603V/R, A909, H36B, 515, CJB111 and 18RS21.

Fig. S2. Determination of transcriptional start sites of the pilA, rogB, srrl and rga genes
by primer extension analysis (A). Total RNA was extracted from the wild type NEM316
strain and primers specific for each gene (see Table S1) were radiolabelled and used for
primer extensions. Sanger sequencing reactions (GATC) were carried out on PCR fragments
corresponding to each gene. Nucleotide sequences corresponding to the upstream regions of
each gene are represented. The initiation codons are underlined. Initiation sites of
transcription are indicated as +1, and the -10 and -35 regions are shaded. Two transcripts have
been detected for the rogB gene, one beginning upstream the gene and thought to start at the
initiation site of transcription, and one beginning downstream the initiation site of translation
(indicated by an asterisk) and thought to be a degradation product. B. Genetic organization of
the srrl-rga, and PI-2A-rogB loci. Distances between initiation starts of transcription and
translation are indicated in base pairs. The entire DNA sequence of the srri-rga promoter
region is shown with the transcription start sites indicated by an arrow (+1) and in bold the
corresponding -10 and -35 regions. Regions protected from DNase I digestion upon Rga

binding are indicated in shaded grey.

Figure S3: Expression of the GBS NEM316 PI-2A pilus operon in Lactococcus lactis strain
NZ9000. A- Schematic representation of the PI-2a pilus operon expressed under the
lactococcal promoter p23 in the plasmid pOri23. B- Western blotting of cell-wall anchored
proteins of recombinant L. lactis strains expressing the three structural pilin subunits (pilA,
pilB, or pilC) or the entire operon PI-2a. PilB, the major pilin subunit is detected by
immunoblotting with specific anti-PilB (Gbs1477). PilB monomer is indicated by a black
arrow (m) and polymers are indicated by a line with p. C- Immunogold scanning micrographs
using the specific anti-PilB antiserum showing the formation of pili in the recombinant L.
lactis expressing the entire PI-2a operon. D- Biofilm formation in LB glucose 1% at 24 h and

30°C. E- Adherence of the recombinant L. lactis strains to intestinal epithelial cells TC7.
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(¢) Résultats complémentaires concernant le troisi¢éme régulateur RofA-like Gbs1426.

L'ensemble des résultats précédents met en évidence les interrelations entre les différents
réseaux de régulation contrdlant la biosyntheése des composants de la paroi. L'analyse du génome
de la souche NEM316 indique 1'existence d'un troisiéme gene codant pour un régulateur de la
famille RofA, gbsi426. L'analyse de la distribution des trois génes codant pour des régulateurs
de type RofA au sein des différents isolats de S. agalactiae montre que seul gbs1426 fait partie
du core genome. Les souches ST17, par exemple, expriment des alleles différents du gene srr
(srr2) et du pilus 2 (PI-2b), qui ne sont pas associés a des génes régulateurs. Ces différences
mettent en évidence la diversité des régulations au sein de l'espeéce. La délétion de ghsi426
modifie I'expression de 172 genes, dont 10 genes codant pour des protéines ribosomales, le gene
codant pour I'ADN polymérase polA, la protéine de division cellulaire FtsZ, des geénes codant
pour des sous unités de 1'ATPase FOF1 (atpB, atpF et atpH), le géne gbs0911 codant une des
protéine du locus CRISPR. De fagon surprenante, I'expression des geénes pild, pilB et des deux
sortases est également induite dans le mutant ghs/426 sans que I’on constate de modification
d’expression pour rga et rogB, suggérant un effet opposé de ce régulateur sur I'expression de cet
opéron. L'expression de l'opéron pilus est également fortement induite dans le mutant du systéme
a deux composants GraRS et le géne pild est retrouvé différentiellement exprimé dans plus de
50% des expériences de transcriptome réalisées au cours de ma these. Ces observations
suggerent que l'expression du pilus PI-2a est probablement trés sensible a des altérations des

conditions de croissance.

3. Analyse combinée de I’ensemble des données de transcriptome

(1) Contexte des différents projets réalisés en collaborations

Dans le cadre de différentes collaborations, j'ai réalisé 1'analyse de 34 comparaisons
transcriptomiques (Tableau 8). L'ensemble de ces analyses peut étre regroupé en six projets

majeurs:

a) Analyse de la réponse a I'absence de D-alanylation

Dans le cadre de ce premier projet, j’ai étudié la réponse de S. agalactiae a 'absence de
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D-alanylation et a la présence de peptides antimicrobiens et j’ai identifi¢ les systemes de
régulation potentiellement impliqués dans la régulation de l'opéron dlt. Pour cela, outre les 7
comparaisons indiquées dans l'article 1, j'ai également analysé l'effet de la double mutation Ad/tR
AciaRH et l'effet de 'ajout de colistine qui n'ont pas été inclus dans l'article. Finalement, j'ai aussi
analysé la réponse de S. agalactiae a la délétion d'un autre systéme a deux composants, gbs0963-
0964, un homologue de GraRS qui, chez S. aureus, est impliqué dans la régulation de la
transcription de l'opéron dit [342]. Cette analyse montre que l'inactivation de ce régulateur ne
semble pas avoir d'effet sur l'expression de l'opéron dit chez S. agalactiae dans les conditions

testées ni sur le phénotype de une sensibilité a la colistine.

b) L'analyse des régulateurs de la famille RofA

Ce projet, réalis¢ en collaboration avec Shaynoor Dramsi et Michel-Yves Mistou,
consiste en l'analyse des trois régulateurs de la famille RofA Rga, RogB et Gbs1426 rapportée

précédemment.

C) Role de AdtA sur CovRS

Ce projet, réalisé en collaboration avec Arnaud Firon (Institut Pasteur) porte sur l'analyse
du rdle de la protéine AdtA (pour Abi-Domaine Transmembrane protein A) au sein du réseau de
régulation CovRS. La protéine AdtA présente 8§ domaines transmembranaires et un domaine Abi
(Pfam02517). Ce domaine Abi est présent dans de nombreuses protéines bactériennes, chaque
génome bactérien pouvant coder pour plusieurs de ces protéines (jusqu'a 15 dans le cas de
Bacillus anthracis [343]) pouvant .Cependant leur fonction, chez les procaryotes, n'a pas encore
été caractérisée. Chez S. agalactiae les genes codent pour des protéines avec des domaines Abi,
sont au nombre de cinq dont gbs1037, et gbs1532 (adtA). Deux raisons ont conduit a l'analyse du
role de AdtA dans le réseau de régulation CovRS. Premi¢rement, le mutant adt4 présente une
diminution de pigmentation sur milieu grenada, ainsi qu'une faible activité hémolytique résultant
probablement d'une diminution d'expression de l'opéron cy/, dont l'expression est régulée par

CovR. Deuxiemement, l'expression du géne adtA est induite dans le mutant AcovRS.
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d) S. agalactiae en culture aérée versus statique.

S. agalactiae est une bactérie aéro-anaérobie facultative, elle est a la fois capable de
fermentation et de respiration aérobie, si le milieu de culture contient une quinolone, et de 'héme
que S. agalactiae n'a pas la capacité de synthétiser [344, 345]. L'inactivation du gene cydA,
codant pour une sous-unité de la cytochrome oxydase terminale, diminue fortement la croissance
dans le sang et la virulence de S. agalactiae dans des modeles néonataux de septicémie chez le
rat [344], révélant 1'importance de la respiration dans la dissémination de S. agalactiae. Un autre
gene, nox2 (ghs0946), codant pour la NADH oxydase, est essentiel pour la croissance aérobie et
la résistance au stress oxydatif de S. agalactiae en milieu de culture conventionnel. La NADH
oxydase est une enzyme qui catalyse la réduction de 1'0O, en H,O en utilisant le NADH comme
donneur d'¢lectron [346]. Ce projet réalisé en collaboration avec Philippe Gaudu a porté sur
l'analyse, dans des conditions de culture aérée ou statique, de I'impact sur I'expression génique de
la délétion du régulateur transcriptionnel Rex (pour "redox sensing") dont l'activité dépend du

ratio NADH/NAD(+) [347], et de la délétion de la nucléase de surface NucA.

e) Analyse de perturbations modifiant la composition de la
membrane bactérienne

Ce cinquieme projet d'é¢tude de la réponse de S. agalactiae en présence d'acide oléique,
dans la souche NEM316, ou dans un mutant du géne fabF de la voie de biosynthése des acides
gras, a été réalisé en collaboration avec Sophie Brinster et Claire Poyart. Ce projet fait suite a
deux études distinctes qui montrent que S. agalactiae est capable d'incorporer des acides gras de
son environnement et ainsi de palier a un défaut dans la voie de biosynthese [346, 348]. La
premiere étude indique que la mutation du géne nox2 diminue le pool d'acétyl-coenzymeA dans
la bactérie, et perturbe la biosynthese des acides gras. Cette perturbation de la biosynthese des
acides gras peut étre compensée par l'incorporation d'acide oléique dans les membranes de
S. agalactiae [346]. La seconde montre que les enzymes intervenant dans la synthése des acides
gras ne sont pas indispensables a S. agalactiae a condition que ’environnement fournisse ces
acides gras ; ainsi, la mutation du gene fabF est 1étale en TH seul, et peut étre compensée par
l'ajout d’acide oléique. Cependant le réle de l'incorporation d'acide oléique dans le cadre de

l'interaction de la bactérie avec son hote reste a étre étudier.
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f) Impact de I'absence d'ancrage des protéines a motif LPXTG

Ce dernier projet réalisé¢ en collaboration avec Saynoor Dramsi et Mathieu Brochet porte
sur l'analyse de I'impact de I'absence d'ancrages des protéines LPXTG, a la surface de la bactérie,
sur l'expression génique de NEM316. L’ancrage des protéines a motif LPXTG au peptidoglycane
est catalysé par la sortase A [349]. Dans ce projet nous avons étudié I’effet de la délétion (AsrtA)
ou de la mutation du site catalytique (srtA*) du géne codant pour la Sortase A, mais ¢galement
celui de la mutation de régulateurs impliqués dans l'induction de I'expression de geénes codant
pour des protéines a motif LPXTG, comme le régulateur araC (gbs0469) qui régule l'expression

de la protéine LPXTG Alp2 (gbs0470).

(2) Résultats

a) Analyse générale

Les 34 comparaisons transcriptomiques réalisées dans la souche NEM316 ainsi que le
nombre de genes retrouvés différentiellement exprimés pour chacune des comparaisons sont
décrits dans le tableau 8. Ce tableau montre que les différentes conditions testées affectent
l'expression d'un nombre variable de génes. Les mutations affectant le plus grand nombre de
genes sont, par ordre décroissant, la délétion du régulateur transcriptionnel CovR, la mutation du
site catalytique de la Ssortase A (SrtA*), et I'ajout d'acide oléique dans le milieu de culture. Ces
trois perturbations conduisent a des modifications importantes du métabolisme de la bactérie et
de l'organisation de la paroi bactérienne. Ce grand nombre de geéne confirme le role central de
CovR au sein des réseaux de régulation de S. agalactiae. A contrario, la délétion du gene
gbs0469, codant pour un régulateur de la famille AraC, associé¢ au géne codant pour la protéine
Alp2, n'affecte 1'expression que d'un nombre limité de genes. Ce petit nombre de genes indique
que le régulateur Gbs0469 agit probablement en dernicre ligne au sein des réseaux de régulation

de la souche NEM316.
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Tableau 8: Liste des analyses transcriptomiques réalisées dans la souche NEM316

Expression dans

Condition1/Condition2 Total' Condition1

Induite” Réprimée3

AdItA/wt 119 112 7 Analyse de la réponse a la AdItA
AdItR/wt 244 169 75 Analyse de la réponse a la AdItA
AdItAAdItR/wt 170 110 60 Analyse de la réponse a la AdItA
AdItAAdItR/AdItA 73 15 58 Analyse de la réponse a la AdItA
AciaRH/wt 84 64 20 Analyse de la réponse a la AdItA
AdItAAciaRH/AdIEA 170 110 60 Analyse de la réponse a la AdItA
ArelRS/wt 123 61 62 Analyse de la réponse a la AdItA
AdItAArelRS/AdItA 63 46 17 Analyse de la réponse a la AdItA
AdItRAciaRH/wt 118 49 69 Analyse de la réponse a la AdItA
Colistine/TH 219 108 111 Réponse suite a la présence de colistine
AgraRS/wt 145 48 97 Role du systeme GraRS
Arga/wt 96 36 60 régulateur de la famille rofA
ArogB/wt 178 82 96 régulateur de la famille rofA
Agbs1426/wt 172 84 88 régulateur de la famille rofA
AcovRS/wt 279 195 84 Role de AdtA dans le régulon CovRS
AcovR/wt 406 242 164 Role de AdtA dans le régulon CovRS
AcovS/wt 233 174 59 Role de AdtA dans le régulon CovRS
4 adtA [wt 102 41 61 Role de AdtA dans le régulon CovRS
Se_v adtA [wt 140 94 46 Role de AdtA dans le régulon CovRS
Se_K adtA /wt 232 180 152 Role de AdtA dans le régulon CovRS
Se_K gbs1037/wt 316 217 99 Role de gb510§7 dar?s les réseaux de
régulation
NEM316pTCV/ NEM316 74 59 15 Controle
Arex/wt statique 125 99 26 Réponse lié a 'action de Rex
Arex/wt aéré 139 104 35 Réponse lié a l'action de Rex
Agbs0661aéré/wt aéré 185 70 115 Modification d'expression suite a I'absence
de NucA
AnucA s?athue 139 51 38 Modification d'expression suite a I'absence
/wt statique de NucA
Wt statique /wt aéré 154 98 56 Modification d'expression en culture aéré
AnucA stai:lqlue 65 30 35 Modification d'expression en culture aéré
/ BnucA aéré
TH/ TH OA 312 »88 124 Modification de la composition de la
membrane
AfabF OA/ wt OA 103 35 68 Modification de la composition de la
membrane
gbs0469i/wt 16 3 13 Régulateur de la protéine Alpha
AsrtA/wt Réponse suite a I'absence de protéines a
197 105 92 .
motif LPXTG
AsrtA*[wt Réponse suite a 'absence de protéines a
381 215 166 .
motif LPXTG
AsrtA*[ AsrtA Réponse suite a 'absence de protéines a
136 50 86 .
motif LPXTG

'Ce nombre correspond au nombre total de geénes trouvés différenticllement exprimés pour chacun des
transcriptomes.’Ce nombre indique le nombre de génes induits dans la condition] par rapport 4 la condition 2.

3Ce nombre correspond au nombre de génes réprimés dans la condition] par rapport a la condition 2.

OA acide olé¢ique Se K et Se v correspondent a la surexpression de adt4A ou de ghsl037 soit au niveau du
chromosome soit au niveau du plasmide pTCVerm.
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La comparaison des données de 34 analyses transcriptomiques (Tableau 8) montre que
sur les 1850 génes analysés, 629 ont une expression invariable. Parmi ces 629 génes ne sont pas
retrouvés 21 régulateurs simples et 7 TCS (gbs0121-0122 ; gbs0309-0310 ; gbs0429-0430 ;
walKR ; gbs1947-1948 ; gbs2081-2082 ; gbs2086-2087), ainsi que deux genes impliqués dans la
transmission du signal: les serine/thréonine phosphatase et kinase ghs0306 et gbs0307 (stpl et
stkl). Ces observations suggerent que ces régulateurs ne sont probablement pas impliqués dans
la réponse de S. agalactiae aux conditions testées. A contrario l'expression de 19 geénes est
affectée dans plus de 50% des analyses (effet supérieur a 2 dans au moins 17 analyses). Ces
génes codent pour: 7 protéines de stress (opéron ghsi202-1206, gbsl778 et gbs2053), une
protéine associée au ribosome (gbs0326), 1’alcool déshydrogénase (gbs0053), une
oxydoréductase (ghs0196), le facteur CAMP (gbs1999-gbs2000), des systeémes de transport
(gbs1734 et gbs1779), une hydrolase et une perméase (PTS) du tréhalose-6-phosphate (ghs0189-
gbs0190), la protéine a motif LPXTG PilA, une protéine avec un domaine LysM (ghs2107), et
des protéines de fonctions inconnues (ghs0600, gbsi286). Cette observation suggere que
l'expression de ces protéines est probablement régulée par de multiples réseaux de régulation de
S. agalactiae, et permet donc de proposer que ces protéines jouent un réle important dans
l'adaptation de S. agalactie a son environnement. Cependant il est également possible que nous
ayons biaisé ces résultats en regardant plusieurs mutants appartenant aux meémes voies de
régulation; pour le vérifier il faudrait réaliser d'autres expériences transcriptomiques et regarder

si I'on retrouve toujours les mémes genes affectés dans plus de 50% des expériences.

b) Regroupement des génes par classification hiérarchique

Dans toute approche d'analyse combinée de différentes données transcriptomiques il est
recommandé de commencer par une étude exploratoire, en privilégiant les représentations
graphiques [350]. Cette étude exploratrice permet de se familiariser avec les données et surtout
de dépister les sources de problémes éventuels, comme les valeurs manquantes, erronées ou
atypiques. Suite a cette ¢étude, les données peuvent Etre prétraitées (retirer les génes avec des
valeurs manquantes, effectuer une transformation logarithmique des données pour limiter

I'impact des valeurs extrémes). Si ces problémes ne sont pas pris en compte au début de
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'analyse, ils apparaitront ensuite comme des artefacts susceptibles de fausser les résultats. Pour
l'analyse exploratoire deux grandes familles de méthodes sont utilisées: les méthodes factorielles
(ACP Analyse en Composantes Principales), et la classification. Suite a cette étude exploratoire
des méthodes de modélisation (ANOVA: Analyses de variance et modele mixte) et des
techniques d'apprentissage (K-means) peuvent étre utilisées en fonction des questions posées,
selon si 1'on veut savoir si une condition différe des autres, ou si I'on souhaite regrouper des
genes au sein de classes mais avec une idée a priori du nombre de classes que I'on souhaite

obtenir.

Vu le grand nombre de conditions analysées, j'ai décidé d'utiliser une approche par
classification. En tant que premiere approche, et afin de regrouper les genes régulés de facon
similaire selon les expériences, en différentes classes et sans a priori sur le nombre de classes, un
clustering hiérarchique a été réalisé. Pour cette classification seules les 26 expériences réalisées
versus la souche NEM316, en condition de culture non aérée, ont été utilisées. Cette
classification a ¢té réalisée sur les 636 genes variant d’un facteur 3 dans au moins une des
expérience, plutdt que les sur 1233 genes variant d'un facteur 2 dans au moins une des
expériences. La classification obtenue montre que l'on peut regrouper les 636 genes en 34
groupes différents, pouvant éventuellement étre expliqués par l'action d'un régulateur

transcriptionnel. Je vais présenter une partie de ces groupes dans le paragraphe suivant.
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Figure 21: Classification
hiérarchique de 636 génes.

Liste des comparaisons: (gauche a
droite): Se v adtA /wt;
AciaRH/wt; Se K _gbs1037/wt;
AdltA/wt; AdItAAdIIR/wt; AcovS/wt;
AcovR/wt; Se K adtA /wt;
AdItR/wt; colistine/wt; ArelRS/wt;
iaraCl/wt; Agbs1426/wt; NEM316
OA/NEM316; 4 adtA /wt,
NEM316pTCVerm/NEM316;
AcovRS/wt; AgraRS/wt; ArogB/wt;
AdItRAciaRH/wt,; Arexs/wts
Arga/wt; AsrtA/wt,; srtA*/wt;
NEM316a/NEM316;
Agbs0661s/wts

Les abréviations OA, s, a
correspondent respectivement a
l'acide oléique, a statique, et a aére.
Se K et Se v correspondent a la
surexpression de adt4 ou de
gbs1037 soit au niveau du
chromosome soit au niveau du
plasmide pTCVerm. Les genes
induits sont indiqués en jaunes et
les génes réprimés en bleu.
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c) Analyse des différents groupes de génes

Dans un premier temps afin de valider la classification obtenue, je me suis intéressée aux
cibles connues des trois régulateurs CovRS, CiaRH et Rga. L'analyse du clustering montre que
deux des groupes, 28 et 33, correspondent a des génes régulés par CiaRH et Rga. Ces groupes
sont respectivement composés de 9 et 7 genes et ont été¢ précédemment décrits dans les parties
UU.1 et UU.2. Les 29 genes correspondant a des cibles directes identifices de CovRS sont
regroupés dans le cluster 20 [230] (indiqués en violet sur la figure 22). Notamment on retrouve
parmi ces genes l'opéron cyl (gbs0644 a gbs0655), les geénes codant pour les protéines LPXTG
Gbs2018 et Gbs0791, et les genes de fonctions inconnus (gbs0257, ghs0358). Outre ces 29 genes
le cluster 20 contient 38 autres génes dont trois régulateurs transcriptionnels qui pourraient
constituer de nouvelles cibles de CovR. L'ensemble de ces observations valide nos résultats de

classification hiérarchique.
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Figure 22: Le cluster CovR.

Les abréviations OA, s, a correspondent respectivement a l'acide ol€ique, a statique, et a aéré. Se K et
Se v correspondent a la surexpression de adt4 ou de ghs1037 soit au niveau du chromosome soit au
niveau du plasmide pTCVerm. Les génes colorés en violet correspondent aux geénes appartenant au
régulon conservé de CovR. Et les geénes indiqués par des fléches rouges correspondent a des régulateurs
transcriptionnels. Les génes induits sont indiqués en jaunes et les génes réprimés en bleu.
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Dans un second temps, j'ai tent¢ d'identifier les régulateurs potentiellement impliqués
dans les différents groupes de régulation. Pour cela, je me suis basée sur I'observation du fait que
la majorité des régulateurs transcriptomiques s'autorégulent [351, 352]. L’existence de telles
boucles de régulation a pour conséquence que les genes codant pour des régulateurs
transcriptionnels sont souvent co-régulés avec les genes qu'ils ciblent, et donc regroupés avec
leurs cibles lors de la classification hiérarchique [323]. J'ai donc recherché la présence de
régulateurs au sein des clusters. Ces observations ont alors été confrontées aux données
bibliographiques sur ces régulateurs. Parmi les 636 génes étudiés, 35 codent pour des régulateurs
transcriptionnels et 6 pour des histidines kinases de systeémes a deux composants (Annexes

TableS 2).
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Figure 23: Les clusters CiaRH, Rga, HrcA, GInR, GntR et Rex.

Les abréviations OA, s, a correspondent respectivement a l'acide oléique, a statique, et a aéré. Se K et
Se v correspondent a la surexpression de adt4 ou de gbs1037 soit au niveau du chromosome soit au
niveau du plasmide pTCVerm. Les genes coloré en violet correspondent aux geénes appartenant au
régulon conservé de CovR. Et les génes indiqués par des fléches rouges correspondent a de régulateurs

28
CiaRH

33
Rga

16
HrcA

13
GInR

GntR
3 Rex

transcriptionnels. Les génes induits sont indiqués en jaunes et les génes réprimeés en bleu.

La localisation systématique des 35 régulateurs (indiquées par une fléche rouge) de la

Table S 2 dans les différentes classes a permis d'identifier quatres autres regulons potentiels.

Le groupe n° 2 contient huit génes répartis en trois unités transcriptionnelles dont un géne

code pour un régulateur transcriptionnel de la famille GntR (Gbs0928) (Figure 21 et 23). Cette
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famille a ét¢é nommée GntR apres 1'identification du répresseur de 1'opéron gluconate chez B.
subtilis [353]. Les sept autres génes codent pour trois ABC transporteurs (gbs0927-26, gbs1431-
29, gbs1551-52). Chez S. pneumoniae il a été démontré que I'homologue de Gbs0928 (SP1714)
agissait comme répresseur sur sa propre expression et sur l'expression de deux ABC
transporteurs (SP1715, et SP0785-87), qui interviennent dans la résistance de S. pneumoniae aux
peptides antimicrobiens [336]. Parmi les huit génes identifiés dans le groupe n° 2, cinq sont des
orthologues des genes identifiés chez S. pneumoniae, ce qui suggere que GntR pourrait aussi
réguler l'expression de ces genes chez S. agalactiae. Les régulateurs appartenant a la famille
GntR au sein du genre streptocoque se fixent au niveau de séquences palindromiques
TTGTATTA-N6-TAGTACAA [354, 355]. Ce site est retrouvé en amont de deux des opérons
codant pour ces ABC transporteurs. Un site moins caractéristique en 5' est également retrouvé au
niveau de la séquence -10 du promoteur du gene gbs/552 (Table 8). On constate que les sites de
fixation de GntR chevauchent la boite -10 prédite lors des expériences d'identifications des sites

d'initiation de la transcription (séquence soulignée dans le Tableau 8).

Ce groupe de geénes a été identifié alors qu'aucune expérience ne portait sur un de ses
constituants. L'expression des génes du groupe n° 2 est induite lors de la délétion du systéme
CovRS, ou de la nucléase de surface NucA, et par la mutation du site catalytique de la Sortase A.
Cependant, il semblerait que cette modification de 1'expression soit une conséquence indirecte, et
probablement indépendante de CovRS ou de SrtA car l'expression de ces geénes n'est pas

retrouvée altérée dans d’autres mutants comme AcovS, AcovR, et AsrtA.
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Tableau 9: Identification de sites de fixation potentiels de GntR

Distance Conservation

par T du site de

rapport T T A fixation

au +1 em q-'i:Aanh :nl%l—éﬂ%% 'ﬁi%&-l @ o pOtentiel au

(ATG) " FEEERErEET R&d sein des

streptocoques

gbs0928-26 +7(-30) TTGTACTATttttaTAGTACAA Pn, Py, Mu
gbs1431-29 +15(-14) | taatacacTTGTtCTATattaaTAATACAA Pn, Py, Mu
gbs1552 -5 (-33) ttaaaccacagtaaTAGTACAATgatataaaggt

La séquence consensus du site de fixation de GntR est indiquée en LOGO [354, 355]. Le tableau indique
pour chaque unité de transcription, les séquences nucléiques correspondant au site potentiel de GntR chez
la souche NEM316, ainsi que la distance en nucléotides de ce site par rapport au +1 de transcription. Les
séquences correspondant a la boite -10 sont soulignées. Les abréviations Pn, Py et Mu permettent
d'indiquer si la présence des sites de fixation de GntR est également observée en amont des orthologues
respectivement de ces génes chez S. pneumoniae, S. pyogenes et S. mutans.

Le groupe n°13 constitué de 12 geénes organisés en 5 unités transcriptionnelles (figure 21
et 23), regroupe des genes dont I'expression est réprimée par la croissance en acide oléique. Au
sein de ces genes est retrouveé un gene codant pour un régulateur transcriptionnel appartenant a la
famille MerR et de type GInR (gbs1807). Chez S. mutans, il a été démontré, que ce régulateur
intervient dans la répression de génes impliqués dans la synthese et le transport de la glutamine
et du glutamate en condition de stress acide [356]. Le site de fixation de GInR, d’abord identifié
chez B. subtilis [357], ATGTNA-N7-TNACAT semble conservé au sein des especes
bactériennes a Gram positif [358]. Chez S. agalactiae ce site est présent en amont de 3 opérons
(tableau 10) codant pour 6 protéines impliquées dans la régulation (g/nR), la synthése (g/nA) et le
transport (g/nPQ et glnQHMP) de la glutamine et du glutamate. Cependant, aucun site potentiel
de fixation de GInR n'est observé au niveau des promoteurs de I'opéron gbs1388-89 et du gene
gbs0933 également localisés dans ce cluster, qui codent respectivement pour deux protéines de
fonctions inconnues, et pour la glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransférase, également

impliquée dans le métabolisme de la glutamine.

L'expression des genes du groupe GInR (n°13 figure 23) est réprimée par l'ajout d'acide
ol¢ique dans le milieu de culture, et est induite par la délétion de la nucléase de surface NucA,
suggérant que les besoins de S. agalactiae en glutamine et glutamate sont diminués en présence
d'acide gras dans le milieu de culture. Cette observation peut étre potentiellement liée aux
besoins énergétiques moins importants de S. agalactiae en présence d'acide oléique, la voie de
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synthese des acides gras étant réprimée par I'ajout d'acide oléique ou la présence de sérum dans

le milieu [348].

Tableau 10: Identification de sites de fixation potentiels de GInR

Conservation

Distance

par T T A AA T ACA du site de
rapport A A fixation
w ol rApRoTe |ARVAT

potentiel au

oo FE@Oo=NMT D~ oS
(ATG) sein des
ATGTNA-N7-TNACAT streptocoques
glnPQ (gbs1533-34) -52 (-74) | ATGTTAcgttttcTAACAT Pn,Py.Mu
gInRA (gbs1807-06) -43 (-56) | ATGTCAtaaaatcTCACAT Pn,Py,Mu
gInQHMP (gbs0691-88) | +20 (-25) | ATGTTAggtaaccTAACAa Pn,Mu

La séquence consensus du site de fixation de GInR est indiquée en LOGO [358]. Le tableau indique pour
chaque unité de transcription, les séquences nucléiques correspondant au site potentiel de fixation de
GInR chez la souche NEM316, ainsi que la distance en nucléotides de ce site par rapport au +1 de
transcription, et par rapport au codon d'initiation. Les abréviations Pn, Py et Mu permettent d'indiquer si
la présence des sites de fixation de GInR est également observée en amont des orthologues de ces génes
respectivement chez S. pneumoniae, S. pyogenes et S. mutans.

Le gene codant le régulateur HrcA est localisé dans le cluster n® 16 constitué de onze genes
organisés en 4 opérons. Ce régulateur, d'abord identifié¢ chez B. subtilis, est impliqué dans la
régulation de l'expression de chaperonnes impliquées dans la résistance au choc thermique [359,
360]. Ce régulateur est retrouvé chez des bactéries Gram positif, mais également chez des
protéobactéries et des cyanobactéries [361, 362]. Au sein du genre streptocoque ce régulateur a
été ¢tudié chez S. pneumoniae [363, 364], S. thermophilus [365], S. mutans [366, 367] et
S. pyogenes [368]. Le régulateur HrcA se fixe au niveau de séquences palindromiques
(TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA) appelées CIRCE (pour "controlling inverted repeat of
chaperone expression") [359, 360]. Trois des opérons mis en évidence semblent directement
régulés par HrcA, un site CIRCE étant identifiable au niveau de leur séquence promotrice (Table
11). Nos résultats combinés avec l'ensemble des études réalisées au sein du genre streptocoque
indiquent que deux des opérons cibles hrcA-grpE-dnaKJ et groSL sont conservés au sein des
streptocoques. Cependant le géne clpE semble régulé par HrcA uniquement chez S. agalactiae;
en effet, aucun site CIRCE n'est identifiable en amont de ce geéne chez S. pneumoniae,

S. pyogenes, et S. mutans.
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Distance par Conservation du
rapport au site de fixation
+1 (ATG) C C A A potentiel au sein
Nl 3=X 2 _SarWELNY des
rHmsOrDmo o 0RO RE AN AN B
streptocoques
hrcA-grpE-dnaK] +31 (-32) TTAGCAGTCGATGTGTAAGAGTGCTAA Pn,Py,Mu
-52 (-114) TTAGCACTCTTTGAATAAGAGTGCTAA Pn,Py,Mu
clpE -51 (-117) TTAGCACTCTAATATATTCAGTGCTAA
groSL +31 (-38) TTAGCACTCTCTGTATAGGAGTGCTAA Pn,Py,Mu

Tableau 11: Identification de sites de fixation potentiels de HrcA

La séquence consensus du site CIRCE est indiquée en LOGO [359, 360]. Le tableau indique pour
chaque unité de transcription, les séquences nucléiques correspondant au site potentiel de HrcA chez la
souche NEM316, ainsi que la distance en nucléotides de ce site par rapport au +1 de transcription, et par
rapport au codon d'initiation. Les abréviations Pn, Py et Mu permettent d'indiquer si la présence des sites
de fixation de HrcA est également observée en amont des orthologues de ces génes chez S. preumoniae,
S. pyogenes et S. mutans respectivement.

Le groupe n°3 correspond a trois génes dont l'expression est induite chez le mutant du
régulateur rex (Agbsl167). Le gene rex (pour redox sensing) code pour un régulateur
transcriptionnel dont I’activité chez B. subtilis dépend du ratio NADH/NAD(+) [347]. Au sein de
ce cluster est retrouvé le géne ghs0053 codant pour l'alcool-acétaldéhyde déshydrogénase. Or,
chez S. mutans et S. aureus, le régulateur Rex réprime 1’expression de 1’alcool-acétaldéhyde
déshydrogénase et son action directe a été confirmée chez S. aureus [369]. La séquence du site
de liaison de Rex chez S. aureus a été identifiée et correspond aux séquences palyndromiques
TTGTGAA-4nt-TTCACAA [369]. Chez S. agalactiae ce site est retrouvé en amont des genes
gbs0053, gbs0054, et du gene gbs0609 appartenant au cluster n°3. Un second cluster (n°11)
correspond également a des geénes dont I'expression est induite dans le mutant rex. Cependant
aucun site n'est identifiable en amont de ces geénes, suggérant que leur régulation est indirecte et

fait probablement intervenir un autre régulateur.
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Tableau 12: Identification de sites de fixation potentiels de Rex

TT0T Aad_, 7T AckA

rHAT N ORDHRO NSO ~D
Lol ol Ol e

Conservation
du site de
fixation
potentiel au

TTGTGAA-N4-TTCACAA sein des
streptocoques
gbs0053 +28 (-18) TTGTGAAACATTTAACAA Mu, Pn
-28 (-73) TTGTGAAACTATTTACAA Mu, Pn
-51 (-96) TTGGAAAAAAGTTCACAA Mu, Pn
gbs0054 +16 (-32) ATGTAAACGATTACAAAA
-9 (-56) TTGTGAAGAATAATACAA Py
-54 (-104) TTAAGAATATTTTCAAAA Pn
gbs0609* -58 TTCAGAATGCATTTAAAA
-83 TTGTTACAAAAATCACAT

La séquence consensus du site de liaison de Rex est indiquée en LOGO [369]. Le tableau indique pour
chaque unité de transcription, les séquences nucléiques correspondant au site potentiel de Rex chez la
souche NEM316, ainsi que la distance en nucléotides de ce site par rapport au +1 de transcription, et par
rapport au codon d'initiation. Les abréviations Pn, Py et Mu permettent d'indiquer si la présence des sites
de fixation de Rex est également observée en amont des orthologues de ces geénes respectivement chez

S. pneumoniae, S. pyogenes et S. mutans . *Pas de site d'initiation décrit pour ce géne.
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Figure 24: Les clusters 7, 24 et 11.

Les abréviations OA, s, a correspondent respectivement a l'acide oléique, a statique, et a aéré. Se K et
Se v correspondent a la surexpression de adt4 ou de gbs1037 soit au niveau du chromosome soit au
niveau du plasmide pTCVerm. Les génes colorés en violet correspondent aux geénes appartenant au
régulon conservé de CovR. Et les geénes indiqués par des fleches rouges correspondent a des régulateurs
transcriptionnels. Les génes induits sont indiqués en jaunes et les génes réprimés en bleu.
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Figure 25: Clusters 9 et 22.

Les abréviations OA, s, a correspondent respectivement a l'acide ol€ique, a statique, et a aéré. Se K et
Se v correspondent a la surexpression de adt4 ou de ghs1037 soit au niveau du chromosome soit au
niveau du plasmide pTCVerm. Les génes colorés en violet correspondent aux geénes appartenant au
régulon conservé de CovR. Les genes indiqués par des fléches rouges correspondent a des régulateurs
transcriptionnels. Les génes induits sont indiqués en jaunes et les génes réprimés en bleu.
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Les geénes répondant a la présence d'acide oléique dans le milieu sont regroupés
majoritairement au sein de deux groupes: le groupe n°9 reuni des geénes induits par l'acide
oléique et le groupe n°22 contient a l'inverse des geénes réprimés. Il y a parmi les génes du
groupe 9 deux régulateurs transcriptionnels correspondant respectivement au régulateur de la
famille AraC (gbs0469), et un régulateur de type Cro/CI (ghs0833). Le cluster 22 comprend un
géne codant pour un régulateur transcriptionel de la famille GntR (gbs0098). Parmi les génes
regroupés au sein du groupe n° 22, 24 correspondent a des genes localisés au sein d'EGMs, tels
que les genes ghs0214 a gbs0220, e les trois genes appartiennant a TnGBS2 (gbs1133, gbs1139
et ghsl140), et des génes localisés entre ghsi309 et ghsi373 qui correspondent a l'ilot
génomoique XII, suggérant que l'expression des EGMs de S. agalactiae est réprimée par la

présence d'acide oléique dans le milieu de culture.

Les clusters 7 et 24 regroupent des genes dont 'expression est majoritairement réprimée
par la croissance en condition d'aération ou par la délétion de la nucléase de surface. Le cluster 7
est constitué¢ de 17 genes et ne contient aucun régulateur transcriptionnels. L'ensemble des génes
identifiés dans ce cluster sont répartis dans deux régions chromosomique, dont une correspond a
I"lot génomique IX (de gbs1053 a ghs1082) [39]. L'autre regroupe trois génes ghs2037, gbs2038
et ghs2039, codant respectivement pour une réductase de ribonucléotides en condition anaérobie,
une acétyltransférase, et une oxidoréductase. Le cluster 24 contient 13 genes dont 9
appartiennent également a 1'ilot génomique IX. Au sein de ce cluster est également trouvé un
géne (gbs0823) codant pour une protéine avec un domaine CoiA (pfam06054). Les protéines de
cette famille sont souvent annotées comme des régulateurs transcriptionnels en raison de la
présence d'un domaine en doigt de zinc dans la partie N-terminale. Cependant, ces protéines
agiraient comme endonucléase, dans le processus de compétence apres 1'entrée de I'ADN [370,
371]. Les autres genes gbs/168, gbsi210, gbsi211 et gbs2013 codent respectivement pour la
protéine impliquées dans la réparation de I'ADN RadC, une protéine impliquée dans la
dégradation de l'acide phenylacétique, une uracil perméase, et un transporteur de la famille MFS

(pour "Major facilitator Superfamily").

Le groupe 34 regroupe 62 genes dont l'expression est induite dans les mutants AdltA,
AdItRA, AcovS, AcovR, et AdItR, ainsi que dans les mutants de surexpression de adt4 et de
gbs1037 (un autre géne codant pour une protéine avec un domaine Abi). Au sein de ces geénes
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quatre régulateurs transcriptionnels sont identifiables. Cette observation suggere que les genes de

ce cluster semblent régulés par ces différents systémes au sein des mémes réseaux de régulation.

D'autres groupes de genes tels que les cluster n°1, 8 et 12 regroupent des genes dont
l'expression est 1ée a la croissance ou au stress de la bactérie. Par exemple au sein des 42 génes
du cluster n°1, 14 geénes codent pour des protéines ribosomales, pour la sous unité alpha de
I'ARN polymérase, pour la protéine de réparation RecN, et pour les protéines du locus CRISPR,
et 5 pour des protéines de la voie de respiration aérobie dont les génes cyd4ABCD. Au sein du
cluster 8 sont retrouvés 7 geénes codant pour des protéines du systéme de transport et de
biosynthése de l'arginine, qui est connu pour étre impliqué dans la résistance aux stress acide
chez de nombreuses especes bactériennes [372, 373]. Le groupe n°12 contient le gene gbsi426
codant pour le troisieme régulateur de la famille RofA like et ¢galement 5 autres geénes organis€s
en 4 unitées transcriptionnelles et codant respectivement pour deux protéines ribosomiques
RpmA et RplU (ghsi43S8, et gbsi440), un facteur d'élongation de la transcription GreA
(gbs1661), et deux protéines de fonctions inconnues (gbs1439 et gbs1218).

L'opéron ditRSABCD forme un cluster distinct le cluster n°5, I'expression des genes de
"opéron dit n'est pas modifié¢ dans les conditions réalisées autres que celles abordées dans la

partie UU.1.

L'analyse comparée des différents transcriptomes permet de prédire les cibles de sept
régulateurs transcriptionnels de S. agalactiae. Cette analyse comparée m'a permis de caractériser
des régulons qui n'ont pas été étudiés en tant que tels, comme les régulons GntR, et GInR, alors
que la majorité de ces expériences on ¢€té réalisées en utilisant le milieu Todd Hewitt. Certaines
cibles de ces régulateurs sont conservées au sein d'autres espéces du genre streptocoque. Ces
analyses constituent une sorte de preuve de l'approche qui ne m'a néanmoins pas permis
d'expliquer 1'ensemble des groupes de genes de la classification. En effet, il existe différentes

limitations possibles a I'approche utilisée:

e J'ai fait I'nypothése que le ou les régulateurs impliqués dans la régulation des genes d'un
groupe étaientt autorégulés et appartenaient donc a ce cluster. Ce n'est clairement pas

systématique.

114



e Pour des raisons pratiques je me suis basée pour cette classification sur les geénes
différentiellement exprimés d'un ratio de 3 dans une des expériences ; or, beaucoup de

geénes codant pour des régulateurs transcriptionnels varient avec des ratios inférieurs a 3.

e Pour étudier ces régulons je me suis basée sur les données bibliographiques des

régulateurs orthologues au sein du genre streptocoque.

Cette analyse m'a également permis de prédire d'autres régulateurs en plus de Rga
potentiellement régulés par CovR. Leur analyse pourrait permettre d'expliquer une autre partie
du régulon CovR de S. agalactiae. Cette analyse pilote suggére également des interconnexions
entre les différents régulateurs et permet une premicre analyse de la structure des réseaux de

régulation chez S. agalactiae.
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Il. Etude d’une nouvelle famille d’ICE, les ThGBS

L’¢étude du génome de la souche NEM316 a mise en évidence la présence de deux EGMs
particuliers: TnGBS1 et TnGBS2, présents respectivement en trois et une copies. Chaque élément
code pour des protéines potentiellement impliquées dans le transfert par conjugaison et dans la
réplication, ce qui leurs avaient valus, a 1'époque de I'annotation du génome de la souche
NEM316, le nom de "plasmides intégratifs" [125]. Par la suite, ces éléments ont été assimilés a
des €léments conjugatifs et intégratifs (ICE), leurs extrémités étant constituées de séquences
répétées inversées (IRs), flanquées de répétitions directes, caractéristiques de l'insertion par un
mécanisme de transposition. L'analyse du génome de nombreuses souches par une approche
d'hybridation sur puce a ADN, et par séquengage, montre la structure composite du génome de S.
agalactiae, avec un squelette conservé et 11 a 14 grandes régions variables entre les souches [39,
234]. TnGBS1 et TnGBS2 correspondent respectivement aux ilots III, VII, VIII pour TnGBS1 et
a 1'1lot X pour TnGBS2 de la souche NEM316. Cette approche par hybridation sur puce a ADN,
réalisée a partir de la séquence génomique de la souche NEM316, a permis de constater que ces
¢léments, ou des ¢léments apparentés, étaient retrouvés au sein du génome d'autres souches de S.
agalactiae. Les présences de TnGBS1, de TnGBS2, et d'éléments apparentés au sein des
génomes d'autres souches, suggerent que ces transposons peuvent étre transmis horizontalement
entre souches de S. agalactiae. La seconde partie de ma thése porte sur I’étude de la diversité des
¢léments de cette nouvelle famille d'ICEs, ¢tude qui a conduit a l'identification d'éléments
pouvant intervenir dans la régulation du processus de conjugaison. Dans un premier temps, je
rapporterai les résultats obtenus sur la validation fonctionnelle de la mobilité de ces éléments, et
tout particulierement de leurs excision et intégration, puis I’analyse de la diversité des TnGBS et
la comparaison des modules fonctionnels portés par ces éléments. Enfin je présenterai des
données préliminaires sur la régulation du processus de conjugaison et les éléments

potentiellement impliqués dans cette régulation.

A. Matériels et Méthodes

1. Culture des souches

Les souches de S. agalactiae, S. gallolyticus, S. macedonicus, et E. faecalis ont été mises

en culture en milieu TH, alors que les souches de E. coli ont été mises en culture en milieu LB.
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Les antibiotiques ont ¢té utilis€és aux concentrations suivantes. Pour 1'érythromycine, 150pug/mL
pour E. coli et 10ug/mL pour S. agalactiae, S. gallolyticus, S. macedonicus, et E. faecalis. Pour

la tétracycline, 10pg/mL pour S. agalactiae et S. gallolyticus.

2. Construction des mutants

Les mutants de délétion des génes ghbsl147 et gbsl141 ont été construits en utilisant la
méthode de PCR chevauchante décrite précédemment par Shaynoor Dramsi [85]. Une premicre
série de PCR a été réalisée avec les oligonucléotides 1141 EcoRI-1141 Intl et 1141 Int2-
1141 BamHI pour le gene ghsli41, et de la méme maniére avec les oligonucléotides
1147 EcoRI-1147 Intl et 1147 Int2-1147 BamHI pour le géne gbsi147. Les produits de ces
PCR ont ensuite servis de matrice pour une seconde série de PCR, en utilisant les
oligonucléotides 1141 EcoRI-1141 BamHI et 1147 EcoRI-1147 BamHI. Les produits PCR
ainsi obtenus ont été clonés dans le plasmide thermosensible pG1, digéré par les enzymes EcoRI
et BamH]I. Les plasmides recombinants résultant ont été électroporés dans la souche NEM316 de
S. agalactiae. Les transformants et intégrants ont été sélectionnés comme décrit dans la premicre
partie. Pour isoler des mutants de délétion des genes gbsi141 et gbsl147, les intégrants sont
cultivés par passages successifs en milieu TH, sans érythromycine et a 30°C, ce qui permet
l'excision du plasmide. Des clones, isolés a partir de ces cultures successives, ont été testés,
d’une part par PCR, d’autre part pour leur sensibilité¢ a I'érythromycine. Les délétions des génes
gbsl141 et gbsl1147 ont été vérifices par PCR puis séquengage, en utilisant respectivement les

oligonucléotides 1141verifF-1141verifR et 1147verifF-1147verif R.
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Tableau 13: Liste des primers utilisés pour la construction des mutants et des différents plasmides
utilisés dans la 2éme partie de la thése

Nom oligos Séquence

1141_EcoRI CTAGAATTCTCCTCTCATAATCGGGTTGC mutant Agbs1141

1141_Int1 GGCACGCCCGGGTGCTGCCGCGGCAAATGCCACATAATCAA mutant Agbs1141

1141_Int2 GCGGCAGCACCCGGGCGTGCCATTTCTCAGTATTTTTAGCCTTAGTCA mutant Agbs1141

1141_BamHI CAGGATCCGTTGCCCCAATTAGATACGC mutant Agbs1141

1147_EcoRI CTAGAATTCCAGGAATTGGAACGTGAGGT mutant Agbs1147

1147_Int1 GGCACGCCCGGGTGCTGCCGCTGTCAAGTGGAGTCACCCCCTTTC mutant Agbs1147

1147_Int2 GCGGCAGCACCCGGGCGTGCCACGGATAATGCTAAAAAGCTCTCA mutant Agbs1147

1147_BamHI CAGGATCCTAGCACCACCTTGCTTTCCT mutant Agbs1147

1141verifF CACCAGCTTTACCATCCACA vérification du mutant Agbs1141
1141verifR ATCCAGAAGGCCACAATGAC vérification du mutant Agbs1141
1147verifF TCTACCAAGCTAAGCGTCAGG vérification du mutant Agbs1147
1147verifR CCATCCACATAGCCTTTAGCA vérification du mutant Agbs1147
P CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

RP AGCGGATAACAATTTCACACAGGA

P\rr2_EcoORI CAGGAATTCCATGTCGTGAACCACTATCCT Promoteur P

P\rr2_BamHI CAGGATCCCCTTTCACTAGTTTTGACCAAC Promoteur P

P|R'|'2inV_ECORI
P|R'|'zinV_BamHl

AACTAGAATTCCCTTTCACTAGTTTTGACCAAC
GAACAGGATCCCATGTCGTGAACCACTATCCT

Promoteur Pjinv
Promoteur Prinv

3. Expériences de conjugaison

Les bactéries, donatrices et réceptrices, ont été cultivées jusqu’en fin de phase

exponentielle (DO 0,8) ou en phase stationnaire (1,6-1,8), puis concentrées apres centrifugation a

une DOgg finale de 30, pour enfin étre mises en contact sur un filtre de nitrocellulose

hydrophobe de 3 mm (Millipore, Billerica) en ratio 1:1. Aprés une incubation sur la nuit a 37°C,

les bactéries ont été resuspendues en milieu TH, diluées puis étalées sur boite TH, avec les

antibiotiques appropriés afin de quantifier le nombre de bactéries donatrices, et le nombre de

transconjugants. La fréquence de transfert est calculée en divisant le nombre de transconjugants

par le nombre de bactéries donatrices. Lors des expériences de transfert vers d'autres espéces

bactériennes, en plus de I'érythromycine, la tétracycline a été utilisée pour sélectionner les

transconjugants chez S. gallolyticus. S.agalactiae, contrairement a S. macedonicus, n'est pas

capable de se multiplier a 45°C, les transconjugants dans S. macedonicus ont donc été

sélectionnés sur érythromycine a 45°C.

118



4. Extraction et analyse bioinformatique des séquences.

Les EGMs apparentés aux TnGBS ont été recherchés en utilisant trois critéres. (i)
Identification de génes codant pour des DDE transposases, apparentées aux transposases des
TnGBS, grace a une analyse par BlastP et tBlastN dans la base de données nr et dans la banque
de données de séquences génomiques bactériennes du NCBI.(i1) Identification a proximité de ces
genes, de génes codant pour des protéines avec des domaines VirB4 et VirD4. (iii) Identification
d'IRs apparentées, permettant de déterminer les limites de l'élément, grace au programme
"EMBOSS 6.3.1: palindrome", qui est accessible par internet sur le portail

http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#welcome et par inspection visuelle. Puis ces éléments

ont été classés en sous familles TnGBS/ ou TnGBS2, selon les protéines constituant leur module

de conjugaison.

Les séquences des ICEs complets, apparentés aux TnGBS, ont ¢été utilisées pour analyser
la conservation des protéines de TnGBS/ et de TnGBS2 au sein des deux sous-familles, par une
approche de BDBH (BiDirectionnel Best Hit), en utilisant comme critére une identit¢ de
séquence protéique supérieure a 20% sur au moins 70% de la protéine. Les séquences extraites
au NCBI n'étant pas forcément completement annotées, et certaines protéines des TnGBS étant
de taille relativement petite (inférieure a 100 AAs), la présence ou non de ces protéines et leur
conservation a ensuite €té reconfirmée par une analyse par tBlastN, en conservant les méme

critéres que décrits précédemment.

5. Effet de la mitomycine sur la production de la forme circulaire

Les souches NEM316 et les mutants Agbs1141 et Agbs1147 ont été récupérés a DOgp 0,4
(phase exponentielle) et a DO 1,4 (phase stationnaire). Aprés un traitement de 40 minutes a
différentes concentrations de mitomycine (0, 20, 50,100 ng/mL), ' ADN génomique a été extrait,
et les formes circulaires de TnGBS2 ont ét¢ quantifiées comme décrit dans le "matériels et

méthodes" de 'article n°3.
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6. Activité du promoteur PR

Les promoteurs Pir et Pir_inv (Figure 32) ont ét¢ clonés dans le vecteur pTCVlac [374] a
partir des produits de PCR, qui ont été obtenus avec les oligonucléotides respectifs
Prr2 RECOR-PRrmy FBamH et Prpinv. REcoR-PRrinv. FBamH. Ces plasmides ont été
introduits dans les souches NEM316 et BM110 et dans le mutant Aghs//47 de la souche
NEM316. Les dosages béta-galactosidase ont été réalisés en utilisant le protocole décrit
précédemment [141], en incluant une incubation supplémentaire de 5 min en présence de
lysozyme a la concentration finale de 100pg/mL, et un traitement avec du Triton X-100 a 0.1%,

comme proposé par Ferrari [375].

B. Résultats et discussion

1. Les TnGBS, une nouvelle famille d'ICE (publication n3)

L'objectif dans cette premicre partie du travail était de démontrer le role de la transposase
(Gbs1118), et des deux IRs prédites lors de I'¢tude du génome de la souche NEM316 de
S. agalactiae, dans le processus de transposition. En 2002, il avait été proposé que les protéines
codées par les genes gbs0410(TnGBS1) et gbs1118 (TnGBS2), qui présentent 48% de similarité
au niveau de la séquence protéique, pourraient agir comme des intégrases [125]. Ces protéines
possédaient un domaine protéique, présentant un faible taux de similarité¢ avec le domaine rve
des intégrases rétrovirales, appartenant a la grande famille des transposases a motif DDE [376].
L'alignement des séquences des protéines Gbs0410 et Gbs1118 avec celles de transposases
localisées dans des ISs, apparentées chez d'autres bactéries a Gram positif, a permis de constater
la présence d'un motif DDE conservé entre ces protéines, suggérant que ces genes codent pour
une nouvelle famille de transposases a motif DDE. Mathieu Brochet avait montré que
l'inactivation du géne gbs1118 altere la production de l'intermédiaire circulaire de TnGBS2.

Jai utilisé une stratégie complémentaire, basée sur la construction d'un élément
minimum, MiniTnGBS2, contenant la transposase et les deux IRs de TnGBS2 dans un plasmide
non réplicatif chez S. agalactiae, pMutin, possédant un geéne de résistance a 1'érythromycine
(article n°3). Ce plasmide (pMutin::MiniTnGBS2) a une organisation similaire a l'intermédiaire
de transposition que constitue la forme circulaire de TnGBS2. Cet élément minimum a été

¢lectroporé dans la souche S. agalactiae BM110, dépourvue de TnGBS2. L'obtention de colonies
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résistantes a 1'érythromycine, et ayant intégrées dans leur chromosome pMutin::MiniTnGBS2, a
permis de démontrer que la transposase et les deux IRs sont nécessaires et suffisantes pour
l'insertion par transposition. De plus, I'analyse des séquences de jonction, de part et d'autre du
pMutin::MiniTnGBS2, indique que l'intégration du mini-transposon, comme l'intégration de
TnGBS2, conduit a une duplication de 7 a 9 pb au niveau du site d'insertion, en accord avec le
mécanisme de transposition. Au sein de ces souches, la production d'une forme circulaire du
pMutin::MiniTnGBS2 a pu étre détectée par PCR, et l'analyse de la séquence de cette forme
circulaire a montré la présence d’une séquence couplante (séquence localisée entre les deux IRs
lors de la formation de l'intermédaire circulaire), dérivée de la séquence dupliquée observée de
part et d'autre du pMutin::MiniTnGBS2 au site d’insertion. Ces résultats indiquent donc que la
transposase et les IRs sont suffisantes pour I’excision de pMutin::MiniTnGBS2. Onze sites
différents d’insertion de pMutin::MiniTnGBS?2 ont été identifiés a partir de 21 transformants, par
séquengage direct sur le chromosome.

L'analyse des sites d'insertion de TnGBS2 dans les isolats naturels, et aprés conjugaison,
indique que ces ICEs sont insérés dans des régions intergéniques. Cependant, aucune similarité
de séquence n'est observée au niveau des séquences dupliquées de part et d'autre de I'¢lément.
L’insertion de I’ICE se fait selon une orientation spécifique, 1'IR droite (IR située en aval du gene
codant pour la transposase) étant toujours située en amont de l'extrémité 5' du géne adjacent. Une
analyse plus précise du lieu d'insertion a permis de constater que I'IR droite était toujours
localisée a une distance de 15 a 16 nucléotides, en amont de séquences correspondant
potentiellement a des boites -35, typiques de régions promotrices, suggérant que ces ¢léments
s'insérent selon un mécanisme original. Cette spécificité d'insertion est aussi observée avec
pMutin::MiniTnGBS, indiquant que la transposase et les deux IRs sont nécessaires et suffisantes

pour conférer la spécificité d'insertion.

L'insertion au niveau de régions intergéniques est supposée minimiser l'impact li¢ a
l'insertion de I'ICE. Cependant, une telle insertion en amont de séquences promotrices pourrait
interférer avec le niveau d'expression du géne en aval. Pour tester cette éventualité, j'ai étudié
l'effet de l'insertion de TnGBS2 et de pMutin::TnGBS2 sur le niveau d'expression du gene
adjacent dans trois transconjugants et trois intégrants par qRT-PCR. Les résultats obtenus
suggerent que l'insertion de TnGBS2 ou du pMutin:: TnGBS?2 n'affecte pas de fagon significative

l'expression des genes adjacents.
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Summary

We describe in Streptococcus agalactiae an atypical
family of conjugative transposons named TnGBSs
which associates DDE transposition and conjugation.
We present evidence that the transposition of
TnGBS2, the prototype of this family, is catalysed by
a new class of DDE transposases that are widespread
in Gram-positive bacteria. Remarkably, transposition
occurs in intergenic regions, 15 or 16 bp upstream the
—35 sequence of promoters, minimizing the burden on
the host cell and suggesting an association between
transcription and transposition. Transposition cataly-
ses the formation of a circular intermediate that is
substrate for subsequent conjugative intercellular
transfer. Conjugation is initiated at an origin of trans-
fer by a transposon-encoded relaxase. Whereas all
integrative and conjugative elements described so far
encode a phage-related integrase, TnGBS2 is the first
example of conjugative transposon whose recombi-
nation is mediated by a DDE transposase. The
combination of DDE transposition with conjugation
implies recombination constraints linked to the physi-
cal separation of donor and recipient molecules.

Introduction

Mobile genetic elements are composed of functional
modules that allow their maintenance and dissemination,
and the regulation of both processes. They also frequently
encode adaptive functions that are not directly involved in
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their mobility such as antibiotic resistance or alternative
metabolic pathways. They play a major role in facilitating
lateral gene flow in prokaryotes (Frost etal, 2005)
through diverse mechanisms (Salyers et al., 1995) includ-
ing conjugation (i.e. cell-to-cell contact and transfer of
single- or doubled-strand DNA) and recombination (i.e.
low or high specificity of integration catalysed by serine or
tyrosine recombinases). This diversity has led to a hetero-
geneous nomenclature, including conjugative transposon,
integrative plasmid, genomic island, but numerous ele-
ments remain unclassified. This nomenclature is confus-
ing since, for example, the term ‘transposon’ was used for
elements whose mobility relies on intrinsically different
mechanisms of transposition. To avoid any ambiguity, it
has been proposed to group all the elements that are both
conjugative and integrative, regardless of specificity of
their mechanism, as ‘Integrative Conjugative Elements’
(ICEs) (Burrus et al., 2002a).

Tn916 originally isolated from the Gram-positive bacte-
rium Enterococcus faecalis (Franke and Clewell, 1981) is
one of the best-characterized ICEs. The first step in
Tn916 conjugative transfer is an excision event catalysed
by a site-specific tyrosine recombinase (Poyart-Salmeron
et al., 1989) that produces a covalently closed circular
molecule (Scott et al., 1988). This double-strand circular
form could be a substrate for integration in the genome of
the donor cell or may be transferred by conjugation to a
recipient cell. A nick at the origin of transfer (oriT) initiates
the transfer of a single-strand intermediate (Jaworski and
Clewell, 1995) and transfer is assumed to be replicative.
Thus, after completion of the transfer and replication,
donor and recipient cells each contain a copy of the
double-strand circular molecule (Scott efal, 1994).
Finally, the tyrosine recombinase catalyses the integration
of the circular form in both cells.

Tn916 was originally designated ‘conjugative transpo-
son’ as it apparently associates conjugative functions with
transposition properties similar to those of typical class Il
transposons, whose mobility is dependent on DDE
transposases. However, Tn916 transposition is mediated
by a tyrosine site-specific recombinase and the presence
of a Ser/Tyr recombinase was observed in all ICEs
studied so far. Ser/Tyr integrases and DDE trans-
posases represent mechanistically distinct recombinases.
Site-specific tyrosine recombinases form a covalent



3’-phosphotyrosine linkage with the DNA leading to the
creation of a covalently closed circular molecule. In con-
trast, the DDE motif represents a catalytic triad of acidic
amino acids that ensure DNA cleavage of the terminal
phosphodiester bond at the 3’ end of the transposon
strand and its transfer into the target DNA site (Haren
etal, 1999). The DDE transposase family is extremely
diverse and transposable prokaryotic DNA elements
range from the genetically complex bacteriophage Mu to
the elementary insertion sequences (ISs) composed of
two short-terminal inverted repeats (IRs) flanking a single
or two short open reading frame(s).

Streptococcus agalactiae, also referred to as group B
Streptococcus (GBS), is an opportunistic pathogen that
causes severe invasive neonatal infections, such as
pneumonia, sepsis and meningitis (Dermer et al., 2004).
S. agalactiae is also able to colonize mammary glands
of various ruminants where it can survive for extended
periods (Keefe, 1997). Dissemination and transfer
mechanisms of mobile elements within the S. agalactiae
species remain poorly known. About 80% of human
S. agalactiae isolates are resistant to tetracycline due to
the presence of Tn916 or related ICEs (Poyart et al.,
2003). However, the conjugal transfer of Tn916 ele-
ments has never been reported between S. agalactiae
strains under laboratory conditions. In S. agalactiae,
Tn916 can mobilize a small transposon MTnSag1
encoding lincosamide resistance (Achard and Leclercq,
2007).

Previous comparisons of three complete genome
sequences of S. agalactiae revealed a composite organi-
zation of the chromosome with a stable backbone and
11—14 large chromosomal variable regions (Tettelin et al.,
2005; Brochet et al., 2006). Recently, we have shown that
most of these variable regions correspond to putative
ICEs or related elements (Brochet et al., 2008a). In strain
NEM316, genomic islands Ill, VIl and VIII are identical
and correspond to a putative ICE designated pNEM316-1
(Glaser et al., 2002). In this strain, island X was shown to
mobilize chromosomal DNA through a Hfr-type mecha-
nism, highlighting its potential for conjugative intercellular
transfer (Brochet et al., 2008b).

Here, we report that genomic island X and pNEM316-1
constitute a new family of non-composite DDE trans-
posons. We demonstrated that the transposition of these
elements is mediated by a novel subfamily of DDE trans-
posases and analysed the insertion specificity of this
subfamily into intergenic regions. We also showed that
genomic island X is present within a large pool of
S. agalactiae strains and further characterized its conju-
gal transfer under laboratory conditions. This unique com-
bination of transposition and conjugation implied specific
characteristics of transposition which may enable its cou-
pling with conjugation.

© 2008 The Authors
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Results

In silico analysis suggests that pPNEM316-1 (TnGBS1)
and genomic island X (TnGBS2) are DDE
conjugative transposons

The three copies of pPNEM316-1 present in S. agalactiae
NEM316 are flanked by 26 bp imperfect IRs and 9 or
10 bp direct repeats (DRs) (Glaser etal, 2002) and
encode a protein (Gbs0410) containing a domain weakly
similar (Pfam E-value: 0.069) to the rve domain motif of
retrovirus integrases that are DDE transposases (Khan
etal, 1991). Interestingly, in strain NEM316, genomic
island X contains a paralogue of gbs0410: gbs1118
(Fig. 1A). Using the known sequence of the extremities
of pPNEM316-1, we showed that the genomic island X is
delineated by similar IRs (Fig. 1B). In addition, these
IRs are directly flanked by a 9 bp repeated sequence
(TTTAAATGG), which is a characteristic of DDE
transposons. pPNEM316-1 is larger (47 kbp) than genomic
island X (33.5 kbp) and 50 and 35 putative CDSs were
predicted in these elements respectively.

Multiple copies of genes encoding proteins homologous
to Gbs0410 or Gbs1118 were detected by blastP
searches within the genomes of unrelated Gram-positive
bacteria: 23 in Thermoanaerobacter tengcongensis MB4,
8 in Geobacillus kaustophilus HTA426, 7 in Halothermot-
rix orenii H168, 8 in Lactobacillus reuteri 100-23 and 3 in
L. reuteri F275. These genes are flanked by IRs and DRs.
Figure 1A and B show the organization of TTE0610 of
T. tengcongensis MB4 as an example. Multiple align-
ments of the deduced amino acid sequences of four of the
encoded proteins revealed the conservation of active
domain regions with, in particular, the three acidic cata-
lytic residues (aspartyl, aspartyl and glutamyl) of DDE
transposases (Fig. 2). These observations suggest that
these DDE transposase-encoding genes with the associ-
ated IRs represent a new family of ISs widely distributed
in Firmicutes. pPNEM316-1 and the genomic island X are
thus likely transposons and were renamed TnGBS1 and
TnGBS2 respectively.

Although the transposases and the IRs of TnGBS1 and
TnGBS2 are highly similar, the comparison of both trans-
posons showed that they encode only five homologous
proteins (Fig. 1A). In addition to the putative transposases,
these proteins include three putative surface exposed
LPxTG proteins similar to surface exclusion proteins and
aggregation factors described in several conjugative
plasmids from Gram-positive bacteria (Hirt et al.,, 1996).
A putative relaxase was detected only in ThnGBS2
(Gbs1121). The fact that both transposons encode proteins
possessing homologues in unrelated conjugation systems
of other Gram-positive bacteria (e.g. five proteins related to
Tra determinants of the enterococcal conjugative plasmid
pCF10 in TnGBS2) strongly suggests that they might be

Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 71, 948—959
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Site 1 GTAAGTGGTAAGAGTTTTTAGAAT ATTCTAAAAAATTCTACCACATAG
TnGBS1 Site 2 GTAAGTGGTAARGAGTTTTTAGAAT ATTCTAAAAAATTCTACCACATAC
Site 3 ‘GTAAGTGGTAAGAGTTTTTAGAAT ATTCTAAARAATTCTACCACATAC
TnGBS2 GTAAGTGTCTAGAGTTTCGGGAAAA TATTCCCAAAAATTCAGACACATAC
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Fig. 1. General features of TnGBS transposons and of related ISs. A. Genetic organization of TnGBS1, TnGBS2 and of a related IS
identified in the T. tengcongensis MB4 genome sequence (TTE0610, NC_003869.1). Arrows indicate the direction of transcription and names
of the first and last open reading frames (ORFs) are indicated. Shaded areas indicate significant sequence similarity between ORF products of
both transposons. Numbers correspond to the percentage of identity of the corresponding proteins. B. Nucleotide sequences of the extremities
of TnGBS transposons and of the IS TTE0610. Black letters and arrows, imperfect inverted repeats; red letters, direct repeats.

conjugative. However, the putative conjugation machiner- conjugative functions. We thus analysed the presence of
ies of TNnGBS1 and TnGBS2 are clearly different. both elements in 92 isolates by DNA-array hybridization.
These isolates were collected from different origins and
belong to all major clonal complexes (CCs) described by
multilocus sequence typing (MLST) so far (Brochet et al.,
2006; Table S1). We focused our analysis on the 42 and
TnGBS1 and TnGBS2 were expected to be identified 35 probes specific for TNnGBS1 and TnGBS2 respectively.
in other S. agalactiae isolates since they encode putative Twelve strains from three different clonal complexes

TnGBSs are widely distributed among
S. agalactiae isolates

— — |
tns D gGh (61) tvL D TtEa (33) £ i E sghrKi
Gbs0410 ns Y9 (6l) tv 05 a (33) fsragigvm 5, sanrki
Gbs1118 tns 2]%)8 nGk (61) tvL D TiEs (33) isprgigvm 3E5:1 sghrKv

TTE0610 wvng 2133 -Ga (50) vfL 311)8 TlEa (42) gklygmgva 3E7:3 ttvdKk

Lreu0733 las 2]23 aGp (58) iiL D TyEs (34) kdihligsv 3%4 sshraf

Fig. 2. Amino acid sequence alignments of the putative DDE motif of Gbs1118 and related transposases. TTE0610 and Lreu0733 were
identified in the T. tengcongensis MB4 genome sequence (NC_003869.1) and in L. reuteri 100-23 (NZ_AAPZ00000000) respectively. The
DDE triad is shown in large bold letters (position of these residues in the protein is indicated) together with the associated downstream
conserved residues (Haren et al., 1999). The numbers in parentheses show the number of amino acid residues between the conserved motifs.
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Fig. 3. Distribution of the 35 TNnGBS2 ORFs in 92 strains assessed by CGH. Red and black areas denote the predicted presence and
absence of genes respectively. The dendrogram indicates the relationships of the 92 strains deduced from their whole gene content by
hierarchical clustering (Brochet et al., 2006). Main CCs deduced from MLST data are indicated at the bottom. Stars denote strains isolated

from animals.

(CC23, 26 and 67) were positive for all TnGBS 1-specific
probes (Table S1) and 13 strains from CC8, 23 and 67
were positive for the 35 TnGBS2 probes (Fig. 3 and
Table S1) indicating that they probably carry TnGBS1
or TnGBS2 respectively. The presence of similar if not
identical elements in distantly related CCs suggests their
horizontal transfers under natural conditions. We also
identified 24 isolates from different CCs showing a het-
erogeneous pattern of hybridization with 9-27 out of the
35 TnGBS2 probes being positive. These strains probably
carry a mobile genetic element related to TnGBS2. For
the arbitrarily retained ratio cut-offs, sequences that
diverge by more than 20% from the DNA probe were
considered as absent (Brochet et al., 2006). It is therefore
possible that some genes are too divergent to give a
positive signal although homologues are present in the
TnGBS2-related elements. TnGBS2 appears as the
prototype of a large and diverse family of transposons
which are detected in all major CCs. Interestingly,
TnGBS1, TnGBS2 and related elements were more fre-
quently detected in strains of bovine origin (44% and 85%
respectively) than in human isolates (2% and 16%
respectively).

© 2008 The Authors

TnGBS2 was chosen for further detailed analyses in
subsequent studies because of its widespread distribution
and presence as a unique copy in the genome of the
model strain NEM316.

Gbs1118 is necessary and sufficient to mediate the
transposition of TnGBS2

We previously showed that TnGBS7 is present in
NEM316 both as an integrated and a closed circular form
(Glaser et al., 2002). By using a similar PCR approach,
we tested whether extra-chromosomal circular forms of
TnGBS2 could be detected in the cell (Fig. 4A). Amplifi-
cation with divergent primers located at both ends of
TnGBS2 (015 and O16) yields a c.a. 500 bp amplimer
only if a circular form is present in the whole-cell DNA
extract. The expected PCR product was obtained after 30
cycles of amplification (Fig. 4B). Quantification of this cir-
cular form by quantitative PCR (Q-PCR) indicated that its
relative copy number per chromosome is 1.25 (*=0.27)
x 107*. By direct sequencing of the amplimer with O15 or
016, only the first half of the sequences corresponding
to either transposon extremities was readable (data not

Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 71, 948—959
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Fig. 4. Characterization of the TnGBS2
transposition. A. Schematic representation of
the linear inserted and of the circular excised
forms. Primers O17-018 were used to detect
the absence of an inserted copy, and
015-016 to detect the circular form by PCR.
B. PCR analysis: 1, molecular weight marker
in bp (Smart ladder, Eurogentec); 2, O15-016
(NEM316); 3, 017-018 (NEM316); 4,
017-018 (BM110). C. Nucleotide sequence
015-016 amplimers in 42 clones: grey letters
correspond to the extremities of the

CACTTACTTTAAAT - -GTAT x 8 transposon, black letters to the junction
1000 S i i x 14 sequence, numbers on the right to the
800 : - = CACTTACTTTARATG - CTATC number of clones. The sequence
600 —p —— CACTTACTTTARATGGGTAT x 16 corresponding to the 9 bp chromosomal DR
400 & CACTTAC-TTARATGGGTATGTG x 3 " NEM316is boxed.
200 —» CACTTAC--TARATGGGTAT x 1
[} Direct repeats 1 gbs1118

( } Inverted repeats

shown). Our inability to read the sequence further was
likely due to a heterogeneity of the intervening sequence.
In order to characterize the circle junction, the amplimers
obtained with primers O15-016 were cloned into pGEM-T
and the sequences of the inserts were determined for 42
clones. Analysis of these sequences revealed that the
junction of the circular form comprised both IRs in a con-
vergent orientation, separated by a sequence of variable
length (7-9 bp). This intervening sequence derives from
the 9 bp duplication (TTTAAATGG) present at the chro-
mosomal junctions of TNnGBS2 in NEM316 (Fig. 4C). The
length variation in 22 clones is due to the presence of a
reduced number of G residues, and to a reduced number
of T residues in four clones. These observations suggest
that the transposition process may involve strand cleav-
ages at both ends of the transposon or a strand cleavage
at one end of the transposon and the attack of the other
end by the free 3'OH generated by the first cleavage.
We tested whether excisive circularization of TnGBS2
restores the target DNA by DNA amplification using oligo-
nucleotides located on both sides of the insertion site
(017 and O18, Fig. 4A). In this experiment, the predicted
original target site was not amplified with NEM316 total
DNA, whereas, in a control experiment, the expected
amplimer was obtained when the DNA of BM110, a strain
devoid of TnGBS2, was used as template (Fig. 4B).
TnGBS2 excision might therefore be replicative, leaving a
copy of the transposon embedded in the original target
site as observed for IS977 (Duval-Valentin et al., 2004).
To analyse the role of the putative transposase,
Gbs1118, in the circularization of TnGBS2, we insertion-
ally inactivated gbs1118in the NEM316 chromosome and
the production of the circular form of the transposon was

+  Primers

assayed by PCR in the resulting strain GMP202. The
circular junction of the transposon was never detected in
the mutant strain in repeated experiments (Fig. 4B). This
result demonstrated that Gbs1118 is required for produc-
tion of the extra-chromosomal circular form of TnGBS2.
To determine if Gbs1118 together with TnGBS2 IRs
were sufficient to mediate transposition, we cloned a
1764 bp fragment carrying both IRs and gbs1718 into the
pMutin suicide vector (Vagner et al., 1998). The resulting
construction pMutin::MiniTnGBS2 represents a circular
intermediate of a minimal transposon conferring resis-
tance to erythromycin in S. agalactiae. Plasmids pMutin
and pMutin::MiniTnGBS2 were electroporated into the
strain BM110 that is devoid of sequences related to
TnGBS1or TnGBS2 (Brochet et al., 2006). Transformants
resistant to erythromycin were only obtained with
pMutin::MiniTnGBS2. In the 21 tested transformants, an
integrated copy of pMutin::MiniTnGBS2 was identified by
direct sequencing on genomic DNA using oligonucle-
otides located on both sides of the IRs (019 and 020). A
single copy of the recombinant vector was inserted at 11
different chromosomal sites (Fig. 5). Analysis of the junc-
tion sequence of pMutin::MiniTnGBS2 with the chromo-
some indicated that the integration of the mini-transposon
led to a 7-9bp duplication at the insertion site, as
observed for TnGBS2. Gbs1118 was also sufficient to
promote circularization in transformants as a pMutin-
:MiniTnGBS2 circular form was PCR-detected by using
primers 023 and 024 which are located on both sides of
the junction of the circular form (data not shown). We were
able to recover the circular form of pMutin::MiniTnGBS2
by transforming Escherichia coli cells with total DNA from
the BM110 integrants, which confirms the circularization
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I . DR a5 10 NI TC MiniTn
TnGBS2 Lobsoosi ; AAATTTGTGAAACTATTTACAMAGT TTTTAAATATGCTATAATAATCT 1
Lysso004 1 : G ATACTTTTGATGTTTTTTCCT PGACTATCTTTTARAAAGGAGTATANTAARN 1
lossoror \ AAGTATCATTAGCTCTTTTCTTTITCTAAAAATAAGGTATAATAGGTT 1 2
lpssozen BAATAAAAGAAATAATTGACGAATGCTACCTTATTTTGATATGATTAT 1
lpssoatt ; CAARATAAAGAAGATGATTGACTRAAGCCTATAARACRAGTAMAATAA
bsgiig: TAT! BRAATT ATTTAAARGTAAATGATTGCAATARTCGTATTTTGTGCTATAATAGTAT 1
Im ? : TTITTCAARAAGTTGTTGACACTTAACGARATTAGTCTATAATAATAT 6 54 5
Lissosen ; GAATAGCGATATAAARTASCATAATCGC TATTTTTTGATATAATATAG 1
lossosas BAATTAGTARATGTCTTEAMATTATARAAAATATTGT TATAATARARA 1
lopsorsz 7 1 RCACH BAARAGCATARAATACTTOCTTTTTTAGAGGATTTTGT TAMMATAGATA 1
besrirr TH - ATACCCATTTAAATTARATCTTOAMTCTTAATTARAAATCTTACMATAGTT 18 2
bpbsizez AR ; TTATAACGCAAMAGGCTTGCAATTTTCAGAATATAGTATATAATTATA 2 1
— . LT AL AAAATARTCTTCTCAT T TAGTATTAATTGATATTATTTTTT TATTTYT 1
'gmm A TAATGGCT TCARAC TATTGCT T TTATTTATGATTATAGTATAATGSTA 5 3
'gmm \ A 3 AT ACCTARTCTGACAAGAAATTOTOGCATTACTTTTTTATCTTATANTGANG 1
';mmu ATT ATATATAAGTAAGGGTTTACAAARAACAAATAAGTGCTATALTARANC 1 1
liyatys ARATCGATAATTTTGCTTEAAMMATTTTATAARAAGTGGTATCATAARG 3
laanaaza { ACA ATTTAAAGTARATGATTGCAATARTCGTATTTTGTGCTATAATAGTAT 1
laczzsg  TATT A AGF IACTAGCTARCARAANTCCTTTACATTTAGARCGTGCGTGATATAATATAGT 1
I— AAARAGCATAARATACTTOCTTTTTTAGAGGATTTTGTTAMATAGAT 1
TnGBS1 Lossoars BAATAARGAAGATGATTGACTAAAGCCTATARAACAAGTARMMATAAGA
Lesores ANCCH TAGGATGTATTGAAAGTTTCCAATTAACTAGGARATCTGTTATAATTA
lopsouss \ J ! A AAATGTCTATT TARATASACATTTTTATTTTTGTCTCCTATARTAGAC

Fig. 5. DNA sequences of the insertion sites of TNnGBS2, TnGBS2-like transposons, TnGBS1 and pMutin::MiniTnGBS2. gbs and san
correspond to the nomenclature of the orthologous gene in strains NEM316 or COH1 respectively. For TnGBSZ2 and related elements,
numbers of identified insertions per site are indicated on the right for 27 natural isolates (NI), 71 transconjugants (TC) and 21
pMutin::MiniTnGBS2 transformants (MiniTn). Blue letters represent the right extremity of the transposable element (IR-R); Underlined letters,
the sequence duplicated after insertion (DR); Red letters, putative —35 and —10 elements; purple letters, putative extended —10 region.

of the inserted copy. In these plasmids, the sequence of
the circular junction was different from that of the original
pMutin::MiniTnGBS2 plasmid but corresponded to the
duplicated DR in the corresponding BM110 integrant (data
not shown). These results demonstrated that Gbs1118
and its associated IRs are sufficient to mediate TnGBS2
transposition.

TnGBS2 is self-transmissible by conjugation

To assess the conjugal transfer of TnGBS2, we inserted

transconjugants were selected with erythromycin and tet-
racycline (Table 1). Given the proportion of cells with a
circular form of the transposon (1.25 x 10™), this value
indicates a high efficiency of transfer of the circular
intermediate. Five independent transconjugants were
characterized by DNA-hybridization to the NEM316

Table 1. Transfer efficiencies of recombinant TnGBS2 according to
different donor and recipient strains.
Donor strain

Recipient  Transfer efficiency

the pG*host5 plasmid encoding erythromycin resistance GMP201 NEM316-TnGBS2::erm  BM110 i-g * g-gx 18’:

. . . 9 +£0.3x10™°
upstream gbs1118 in NEM31§. Th.e recompmant strain BM110-TnGBS2::erm A909RF 98+ 02x107
was designated GMP201. Conjugation experiments were GMP202 NEM316Agbs1118:erm  BM110 7.88 +0.2x 107"

conducted by mating the GMP201 donor strain with
BM110 used as a tetracycline-resistant recipient strain.
A transfer frequency of 4.6 x 10® was observed when

© 2008 The Authors

GMP203 NEM316Agbs1121::erm  BM110 1.07 £0.1x 107"

a. In the presence of deoxyribonuclease I.
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Fig. 6. Southern blot hybridization of 13 Sau3A-digested
chromosomal DNA with the 021-022 probe. Lane 1: NEM316, a
single band of c.a. 800 bp corresponding to the insertion at lgs1117 is
visible while the circular form is not detected due to its low copy
number per cell; Lane 2, 3, 4, 5,7, 8, 10, 11, 12 and 13: BM110
transconjugants in which a single integration occurred at lgpsoss3;
Lane 6, BM110 transconjugant in which three integrations occurred;
Lane 9: BM110 transconjugant in which a single integration
occurred at lgsoro7.

whole-genome DNA-array. The hybridization pattern of
transconjugants was similar to that of strain BM110 with
a positive signal for the 35 probes corresponding to
TnGBS2 (data not shown). These results demonstrated
that these transconjugants corresponded to strain BM110
carrying an entire copy of TnGBS2. Furthermore, South-
ern blot analysis of the transconjugants indicated that
TnGBS2 integrated into the chromosome after its conju-
gal transfer (Fig. 6).

We investigated whether the TnGBS2 inserted into the
chromosome of BM110 was able to retransfer to a sec-
ondary recipient strain. Transfer of the erythromycin
marker was observed at a frequency of 9.8 x 107 when
BM110 transconjugants were filter-mated with the recipi-
ent strain A909RF (Table 1). DNA-array hybridization
confirmed that transconjugants corresponded to strain
A909RF carrying a whole copy of TnGBS2 (data not
shown). These results suggest that TnGBS2 carries all
the functions necessary for its horizontal transmission. In
addition, these transfers were not sensitive to the pres-
ence of DNase | in the mating medium, which excludes
the possibility that a transformation-like mechanism is
involved (Table 1).

Identification of functions required for the transfer
of TnGBS2

To investigate the role of Gbs1118 in intercellular transfer,
we conducted matings using GMP202 as donor strain.
This strain is deficient for TNnGBS2 transposase activity
and unable to produce the circularized element. The
transposase deficiency led to a 60 000-fold reduction of
transfer efficiency leading to a basal level of transfer fre-
quency (Table 1) which corresponds to chromosomal
mobilization, as previously described (Brochet et al.,

2008b). This result suggested that the transposase activ-
ity is required for conjugal transfer of TnGBS2.

The relaxase is a central component of most conjuga-
tion systems which initiates transfer by cleaving one oriT
DNA strand. Within TnGBS2, gbs1121 was predicted to
encode a 543 aa protein similar to plasmid relaxases and
was shown to be involved in the conjugative transfer of
DNA regions located downstream TnGBS2 (Brochet
et al., 2008b). To determine whether Gbs1121 is required
for TnGBS2 transfer, the corresponding gene in NEM316
was insertionally inactivated and we investigated whether
the resulting strain GMP203 was still able to transfer the
transposon. A dramatic reduction in TnGBSZ2 transfer fre-
quency was observed when GMP203 was mated with
BM110, although few transconjugants were obtained
(Table 1). As for the transposase mutant, this basal level
of transfer frequency was shown to correspond to chro-
mosomal mobilization (data not shown). Quantification of
the amount of the circular form relative to the integrated
copy by Q-PCR showed that the circularization of
TnGBS2 was not affected in GMP203 (1.03 = 0.06 fold
change compared with the wild type). These results indi-
cate that Gbs1121 is required for TNnGBS2 transfer without
interfering with the formation of the circular form.

Sequences of oriT regions are not conserved, but they
often contain direct and inverted repeats and are typically
located in intergenic regions close to the DNA processing
genes (Grohmann et al., 2003). Among the 10 intergenic
regions of TnGBS2 longer than 100 bp, we identified a
308 bp sequence containing several direct and inverted
repeats. This sequence is located between the IR-R and
the stop codon of gbs17118. To test whether this region
(oriTmess2) could initiate a conjugal transfer, we cloned it
together with the two IRs into plasmid pTCV-erm (Poyart
and Trieu-Cuot, 1997) that is non-mobilizable in NEM316.
Matings were performed using NEM316 carrying either
pTCV-ermQoriTrngss2 or pTCV-erm as donors and BM110
as a recipient. Efficient transfers of pTCV-ermQoriTrgss2
were detected while pTCV-erm was not mobilized
(Table 2). To confirm that the putative oriTrhgss2 was
recognized by Gbs1121, we tested whether pTCV-
ermQoriTmess, Was mobilizable in strain GMP204 carrying
an in-frame deletion of the relaxase gene (gbs1121). We

Table 2. Mobilization of pTCV-erm or pTCV::0riTrasse to strain
BM110.

Donor strain Plasmid Transfer efficiency
NEM316 pTCV-erm ND? (< 5.2 = 0.4 x 107")
NEM316 pTCV-ermQoriTmesse 2.1 = 0.3 x 107

GMP204 NEM316 pTCV-ermQoriTmessz ND (< 3.7 = 0.2 x 107")
Agbs1121::erm

a. No transconjugant detected.

© 2008 The Authors
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did not detect any transfer of pTCV-ermQoriTrgss2 from
GMP204::pTCV-ermQoriTress: to BM110 (Table 2).
Together, these results strongly suggest that Gbs1121 is
required to initiate conjugal transfer from oriTrgsse-

TnGBS2 integrates upstream putative —35
promoter sequences

The integration site of TnGBS2 was investigated in 73
BM110 transconjugants by direct sequencing of genomic
DNA (Fig. 5). A single insertion was observed in 71
transconjugants. Fifty-three insertions (73%) occurred in
a preferential site different from the insertion site of
TnGBS2 in NEM316 and located 488 bp upstream
gbs0453. This insertion site was thus designated |gysosss.
In 18 transconjugants, TnGBS2 inserted in 12 other sites
scattered along the chromosome. For the two remaining
strains, double and triple insertions were observed by
Southern blot hybridization (Fig. 6, data not shown).

We then further investigated the insertion specificity
of TnGBS2 by direct sequencing of genomic DNA of
the 12 natural isolates identified to carry TnGBS2 by
hybridization. In nine strains, TnGBS2 was inserted at the
same position as in NEM316, 204 bp upstream gbs1117
initiation codon (Igs1117). In two strains, the insertion site
was identified 488 bp upstream the orthologue of
gbs0453 (1 gsso4s3). In strain CCH350, both sites were occu-
pied by a copy of TnGBS2. The insertion site of TnGBS2-
related elements was also determined in 15 strains
(Table S1). Interestingly, four and eight elements were
also inserted at lgpsosss and lgps1117 respectively. This sug-
gests that these transposons probably encode a trans-
posase related to Gbs1118 although the signal of the
gbs1118 probe was negative. Three additional insertion
sites were identified in the three remaining strains (Fig. 5).

All identified insertion sites of TnGBS2 and of pMutin
:MiniTnGBS2 were located in intergenic regions longer
than 100 bp. Comparison of the insertions sites did not
reveal any significant sequence similarity among the
duplicated sequences (Fig.5). This observation sug-
gested that a mechanism other than sequence-specific
integration must be responsible for this targeting into
intergenic regions. We noticed that integration of TnGBS2
always occurred in a specific orientation in which the right
extremity of the transposon is located upstream the 5" end
of the adjacent gene. Whereas no conserved feature was
identified upstream the IR-L extremity, typical -35 and —10
regions of sigma A promoters were predicted downstream
the IR-R sequence. The transposon was inserted at a
fixed position 15 or 16 bp upstream of the putative —35
elements. TnGBS2-related elements and ThnGBS1 were
similarly inserted into intergenic regions with similar ori-
entation and position specificities (Fig. 5). The analysis of
the chromosomal sequence adjacent to the IR-R of the

© 2008 The Authors
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Table 3. Effect of the integration of TnGBS2 or pMutin::MiniTn
GBS2 on the transcription of the downstream gene in strain BM110.

Fold change
Transposable Insertion compared Standard
element site with BM110 deviation®
TnGBS2 IgbsOAES 1.56 1.82
lgpst117 -1.88 0.20
lgbs1579 1.01 0.01
pMutin::MiniTnGBS2 lgbsooss 1.74 1.14
lgbsiz62 2.26 1.05
lgbs1579 -1.562 0.02

a. Standard deviations correspond to two biological replicates.

ISs related to TnGBS2 showed in most cases a similar
targeting 15 or 16 bp upstream —35 promoter sequences
(Fig. S1). This suggests that the specific targeting is an
intrinsic property of this new family of transposases.

Insertion into intergenic regions is expected to minimize
the mutational effects caused by the transposon insertion.
However, such insertions may interfere with the transcrip-
tion level of the downstream gene. We tested the effect of
insertion on the transcription level of the downstream
gene in three TnGBS2 transconjugants and in three
pMUTIN-MiniTnGBS2 integrants. Comparison of the
mRNA concentrations of the downstream gene by Q-PCR
with the BM110 parental strain revealed that insertion of
TnGBS2 or of pMUTIN-MiniTnGBSZ2 did not affect signifi-
cantly its transcription level (Table 3).

Discussion

Conjugative transposons or ICEs in Gram-positive and
Gram-negative bacteria combine recombination (i.e. the
two flanking attachment sites and the phage-related inte-
grase) and conjugation modules. The transfer of known
ICEs includes (i) the excision of the integrated copy to
form a non-replicative covalently closed circular element,
(i) a nick of the circular intermediate at an oriT, (iii) the
replicative transfer of a single-strand DNA molecule to
regenerate a doubled-strand circular element in the donor
and recipient cells and (iv) the integration of the non-
replicative transposon in both cells. To our knowledge, all
ICEs described so far encode a tyrosine-based lambdoid
integrase or a resolvase family recombinase (Church-
ward, 2002). Here, we described a new family of conju-
gative transposons in which the enzyme catalysing the
circularization and the integration is not a phage-related
integrase but a DDE-type transposase. We further char-
acterized the conjugation process of TnGBS2, a repre-
sentative member of this family identified in S. agalactiae
strain NEM316. The transfer of TnGBS2 from a donor to a
recipient cell involves the generation of a circular form in
the donor cell and a relaxase acting on a cis-located
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oriT-like sequence. These features are similar to those
described for the transfer of conjugative plasmids or
ICEs such as Th916, but the mechanism of the strand
exchange process catalysed by the DDE transposase
must comply with an intercellular transposition event in
which donor and target molecules are in two different
cells. Excision and integration are therefore decoupled
implying a physical separation of the transpososomes
associating the transposase with the DNA of donor and
recipient replicons, successively.

Sequence analysis of the transposase encoded by
TnGBS2revealed the presence of the three DDE catalytic
residues essential for the transposition process. We
identified genes encoding similar transposases in unchar-
acterized ISs from various Gram-positive bacteria. Trans-
posases of this new subfamily do not exhibit significant
similarity to known DDE transposases. No other protein
motif such as a helix-turn-helix motif was predicted, high-
lighting the uniqueness of this subfamily. As described
for most ICEs, a circular form is produced in the donor cell,
which serves as a substrate for the conjugation machinery.
In TnGBS2, the transposase Gbs1118 is necessary and
sufficient to generate the circular form of the transposon as
it was not detected in a gbs 1118 mutant but was generated
by a mini-transposon expressing only this protein. Con-
versely, the circular form is probably a substrate for the
transposition in the recipient cell as the electroporated
mini-transposon corresponding to a circular transposable
element is efficiently inserted into the chromosome.

The mechanism of strand cleavage and transfer medi-
ated by DDE transposases is typified by IS977, a member
of the 1S3 family, whose transposition involves circulariza-
tion and replication of one transposon DNA strand and
leaves an integrated copy of the IS in the donor molecule
(Duval-Valentin et al., 2004). This model is fully compat-
ible with the data obtained for TnGBS2, including the
characterization of a circular coupling sequence with vari-
able end points at both transposon extremities and our
inability to PCR amplify a resealed donor molecule gen-
erated during transposition. However, we cannot rule
out the possibility that TnGBS2 transposition proceeds
through a cut-and-paste mechanism (e.g. IS 70 transposi-
tion mechanism) generating a double-strand circular
transposon and a potentially lethal double-strand break in
the donor chromosome. A replicative model of transposi-
tion involving single-strand cleavages at both transposon
ends to generate an element covalently attached to donor
and target replicons is not compatible with the conjugative
transfer of the transposon, as the donor and the target
replicons are in two different cells.

The target selectivity of mobile elements encoding a
DDE transposase is greatly variable depending upon the
element considered, ranging from high (e.g. Tn7) to low,
but was never reported to be random (Craig, 1997).

Analysis of integration sites in natural isolates and
transconjugants of S. agalactiae indicates that TnGBS2
inserts exclusively in intergenic regions. Similar insertion
behaviour was observed for the pMUTIN-MiniTnGBS2,
TnGBS1 and different ISs encoding a transposase related
to Gbs1118. Although these target sites did not display
any significant sequence homology, we noticed that the
IR-R of the inserted element was always located 15 or
16 bp upstream the —35 region of the promoter of chro-
mosomal genes. Preferential insertion into active pro-
moter regions has been previously described for the
retrotransposon Ty3 in Saccharomyces cerevisiae which
inserts immediately upstream of genes transcribed by
polymerase Ill (Chalker and Sandmeyer, 1992). In vitro
experiments have demonstrated that this targeting
involves protein—protein interactions between the trans-
posase and the transcription factor TFIIIB or TFIIC (Kirch-
ner etal., 1995). Our observations suggest a similar
targeting mechanism involving direct interaction of the
transposase and the RNA polymerase machinery during
initiation. The —35 and —10 promoter regions are recog-
nized by the RNA polymerase holoenzyme containing
sigma 70. The region upstream the —35 region is more
accessible and has been defined as the UP element
(Browning and Busby, 2004). UP elements are found in
some promoters and increase their activity by providing a
point of contact for the C-terminal domain of the RNA
polymerase alpha subunit (Ross et al., 2001). Sequences
of UP elements are not conserved but are AT rich. Most of
the promoter targeted by TnGBS2 are canonical, show an
extended —10 element (a TG motif located upstream of
the —10 region), and have an AT-rich sequence upstream
of the —35 region. As TnGBS2 and related transposable
elements are inserted right upstream putative UP regions,
it is tempting to speculate that this region is involved in the
target specificity and that the alpha subunit of the RNA
polymerase interacts with the transposase. As a similar
targeting was observed for all ISs and transposons of this
subfamily, this specific targeting and the hypothesized
interaction with the RNA polymerase are probably intrinsic
properties of this subfamily of transposases.

Analysis of the insertion sites of TnGBS2 and ThnGBS2-
like elements in natural isolates indicated one preferential
chromosomal insertion site located upstream gbs1117.
Interestingly, after conjugation under laboratory conditions
into strain BM110, 73% of the transconjugants were
inserted upstream gbs0453. In the circular element, the
junction sequence corresponding to lgsr117 is therefore
not a determining factor in the target specificity of the
transposon.

Transposases of TnGBSs and related ISs show
sequence and size similarities which suggest that their
transposition mechanisms are related. It is worth noting
that the stop codon of the IS transposase gene is adjacent
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Table 4. Bacterial strains and plasmids used for cloning and conjugation assays.

Strains and plasmids

Relevant genotype and resistance profile® or characteristics

Reference or source

E. coli
DH50. Invitrogen
S. agalactiae
NEM316 Isolated from neonate blood culture Glaser et al. (2002)
GMP201 Erm; NEM316-TnGBS2::erm This study
GMP202 Erm; NEM316Agbs1118::erm This study
GMP203 Erm; NEM316Agbs1121::erm This study
GMP204 NEM316Agbs1121 This study
BM110 Tet; Isolated from neonate blood culture Stalhammar-Carlemalm et al. (1993)
A909RF A909 spontaneous mutant for Rif and Fus Brochet et al. (2008b)
Plasmids
pGEM-T Amp Promega
pMutin Erm; Amp Vagner et al. (1998)
pTCV-erm Erm, Km; oriR pACYC184, oriRpAMpB1 Poyart and Trieu-Cuot (1997)
pGhost5+ Erm; ColE1 replicon, thermosensitive derivative of pGK12 Biswas et al. (1993)

a. Amp, Erm, Fus, Rif, Tet, are resistance to ampicillin, erythromycin, fusidic acid, rifampicin and tetracycline respectively.

to IR-R whereas it is separated by a 310 and 308 bp
region in TnGBS1 and TnGBS2 respectively. In TnGBS2,
and probably in TnGBST, this intervening segment con-
tains the oriT sequence that allows conjugative transfer.

Comparison of TnGBS1 and TnGBS2 showed a con-
served recombination module, i.e. a DDE transposase
and IRs, but distinct conjugation modules suggesting a
modular evolution. By comparative genomic hybridization
we identified numerous elements that share putative
modules with TnGBS2 suggesting that the two TnGBS
transposons identified in strain NEM316 are part of a
diverse family as described for other ICEs (Roberts et al.,
2001; Burrus etal.,, 2002b; 2006). Characterization of
these related elements will reveal the diversity of module
combinations within this new family, allowing the study of
the interaction between different modules. DNA-array
hybridization of a set of diverse strains from both human
and animal origins revealed that TnGBS transposons are
frequently present within the S. agalactiae population.
Interestingly, these transposons were more frequently
found among strains of bovine or goat origin. The high
frequency of TnGBS transposons in strains of animal
origin might be explained by a reservoir specific to the
rumen of polygastric mammals. Alternatively, these trans-
posons may provide a selective advantage in this
environment. TnGBSs were identified among all major
CCs. The presence of TnGBS2 in a cluster of related
strains of different origins within CC23 strongly suggests a
vertical transmission of the transposon indicative of a
stable insertion in natural isolates. Conversely, its pres-
ence in other unrelated strains at different insertion sites
probably results from horizontal dissemination under
natural conditions. These observations suggest both hori-
zontal transfer and vertical transmission of TnGBS2.

In conclusion, we describe a new subfamily of trans-
posases which show two properties identified for the first
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time in prokaryotes. First, these DDE transposases are
associated with conjugation modules to form conjugative
transposons. This combination raises new issues such as
the temporal regulation of both processes and the evolu-
tion of a transposition mechanism to cope with a physical
separation of the donor and the recipient molecules.
Second, these transposases target precisely DNA
sequences upstream sigma A promoters which probably
minimizes the burden on the bacterial host associated
with transposition. Our understanding of transcription ini-
tiation in bacteria provides the rational bases for the in
vitro reconstitution of transposition, as well as for the
characterization of the protein—protein interactions and
the molecular mechanisms involved in the coupling of
transposition and transcription initiation.

Experimental procedures
Bacterial strains and growth conditions

Streptococcus agalactiae strains used to characterize
TnGBS2 are listed in Table 4. The strains used to assess
TnGBSs distribution are described in Table S1. E. coli DH50
(Invitrogen, Paisley, UK) was used for cloning experiments.
S. agalactiae was grown in Todd-Hewitt (TH) broth or agar
(Difco Laboratories, Detroit, MI) and E. coli in Luria—Bertani
medium. Antibiotics were used at the following concentra-
tions: for E. coli — ampicillin, 100 ug mI™'; erythromycin,
150 ug ml™"; for S. agalactiae — erythromycin, 10 ug ml™;
rifampicin, 100 ug ml-'; fusidic acid, 10 ug mI"; tetracyline,
10 ug ml~'. When specified, 10 units of deoxyribonuclease |
(Roche, Basel, Switzerland) were added during mating.

General DNA techniques

Plasmid DNA was prepared by alkaline lysis using the Qiagen
Miniprep plasmid kit and genomic DNA was extracted using
the Qiagen DNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany). The oli-
gonucleotide primers used for PCR reactions were designed
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with Primer3 software (http:/primer3.sourceforge.net). To
determine insertion sites of TnGBSs, |Ss and derived recom-
binant transposons, sequencing reactions were directly per-
formed on genomic DNA. DNA labelling, DNA-array and
Southern blot hybridization and detection were performed as
previously described (Brochet et al., 2006).

Construction of bacterial strains

The primers used for plasmid constructions are listed in
Table S2. In order to select TnGBS2 transfers, we tagged the
transposon by single cross-over insertion of the pG*host5
plasmid encoding resistance to erythromycin (Biswas et al.,
1993). For this purpose, the EcoRI-BamH1 O1-O2 amplicon
encompassing the 5’ terminal part of gbs 1718 was cloned into
pG*host5 and the recombinant plasmid was introduced by
electroporationinto NEM316. Transformants were selected on
erythromycin agar plates at 30°C. Cells in which the recombi-
nant vector had integrated into the chromosome were selected
by growth at 40°C in the presence of erythromycin.

Insertional inactivation of gbs1118 and gbs1121 was
carried out by single cross-over. In-frame deletion in gbs1121
was constructed by using splicing-by-overlap-extension
PCR, as previously described (Dramsi et al., 2006). EcoRlI-
BamH1 amplimers were cloned into the thermosensitive
shuttle plasmid pG*host5. Transformants and integrants were
selected as described above. For the gbs1121 in frame dele-
tion, integrant strains were serially passaged for 5 days at
30°C without erythromycin selection to allow the excision of
the plasmid. Dilutions of the serially passaged cultures were
tested for erythromycin sensitivity to identify clones in which
pG*host5Agsb1121 excised. All insertional inactivations and
the in-frame deletion were confirmed by sequencing.

For the pMutin::MiniTnGBS2 construction, a fragment con-
taining both IRs and gbs71118 was amplified from TnGBS2
circular form. The EcoRI-BamH1 amplimer was cloned into
the pMutin suicide vector (Vagner et al., 1998). The fragment
containing the putative origin of transfer was amplified using
013 and O14 oligonucleotide primers and was cloned into
the replicative shuttle vector pTCV-erm (Poyart and Trieu-
Cuot, 1997). To determine the different junction sequences of
TnGBS2 circular form, the O13-O14 amplimer was cloned
into the pGEM-T vector.

Bacterial conjugations

The donor and the recipient strains were mixed together upon
a 3 mm hydrophobic edge membrane filter (Millipore, Bil-
lerica, MA) with a donor-to-recipient ratio of 10:1. Plates were
incubated overnight at 37°C. The bacterial cells were resus-
pended in TH broth and spread on TH agar plates containing
appropriate antibiotics. To quantify conjugative transfer effi-
ciency, dilutions were plated on TH media containing antibi-
otics for the selection of transposon-containing donor cells.
The frequency of transfer was determined by dividing the
number of TnGBS transconjugants by the number of donor
cells. All conjugation assays were performed at least
twice. The gene content of transconjugants was analysed by
DNA-array hybridization when appropriate (Brochet et al.,
2006).

Quantitative PCR

Circular form of TnGBS2 was quantified by comparing the
amount of circular TNnGBS2 DNA (primers 023-024) with the
amount of circular and integrated TnGBS2 DNA (primers
025-026). The relative quantity of specific DNA was normal-
ized by the relative amplification of 023-024 and 025-026
using pMutin::MiniTnGBS2 as a template in which these two
regions are in equal amounts. DNA fragments were amplified
with the ABI PRISM 7900 SDS system and SYBR Green
PCR kits (Applied Biosystems, Foster City, USA). All mea-
surements were performed at least in duplicate. Modification
of the expression level of genes located downstream
TnGBS2 or pMutin::MiniTnGBS2 was determined by compar-
ing the expression levels in the BM110 transconjugants or
transformants with the BM110 parental strain. mMRNAs were
extracted in mid-exponential growth phase. Q-PCR was
performed with gbs1262 (029-030), gbs0453 (031-032),
gbs1579 (033-034), gbs1117 (035-036), gbs0053 (O37-
038) and gyrA (028-029) specific primers (Table S2). The
quantity of specific cDNA was normalized to the quantity of
gyrA cDNA.
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2. Analyse comparative de la diversité des ICEs de la familleTnGBS
(publication n4 et 5).

En 2008, Mathieu Brochet n'avait pas identifi¢ d'ICEs homologues a TnGBS1 et TnGBS2
dans les bases de données. Il avait néanmoins montré que des ICEs apparentés a TnGBS1 ou a
TnGBS2 étaient fréquents dans les souches de S. agalactiae d'origine bovine. Cette analyse,
réalisée en collaboration avec Romain Guérillot, repose sur le fait qu'avec l'augmentation du
nombre de séquences génomiques disponibles au NCBI, j'ai pu identifier de nombreux ICEs
apparentés aux TnGBS. Les EGMs étant organisés en modules fonctionnels [237], 1'analyse de la
diversité des ICEs apparentés a TnGBS et des plasmides proches, nous a permis de mieux définir
les protéines constituant les modules de transposition, de mobilisation et de réplication. Ces
analyses ont permis de mieux comprendre l'évolution de cette famille d'ICEs et de discuter le
role de chacune de ses fonctions dans sa dispersion, son maintien et sa persistance au sein de son

hote.

a) TnGBS1 et TnGBS2 ont une spécificité d'hote restreinte

Nous savions que TnGBS2 pouvait tre transféré efficacement par conjugaison au
sein de S. agalactiae (article n°3), cependant nous ne savions pas si c'était également le cas de
TnGBSI. Pour tester cette hypothése, j'ai tout d'abord obtenu une souche de S. agalactiae
possédant un TnGBS1 en copie unique, et dans lequel un marqueur érythromycine était inséré
dans une région intergénique (GMP205). Puis j'ai montré que TnGBSI pouvait étre transféré
efficacement, par conjugaison de la souche GMP205, vers la souche réceptrice BM110. Ces

deux éléments étant conjugatifs, ils peuvent servir de modeles pour 1'étude de la famille d'ICEs.

L'identification d'éléments apparentés aux TnGBS chez d'autres espéces bactériennes a
permis de constater que des ICEs de cette famille sont répandus au sein du genre streptocoque.
En particulier, j'ai observé des ¢éléments treés similaires dans des espéces différentes. Ce résultat
suggere que ces ¢léments ont été capables de se transférer entre différentes especes de
streptocoques au cours de leur évolution. J'ai pu confirmer expérimentalement dans les
conditions du laboratoire le transfert de TnGBS2, avec néanmoins une efficacité réduite vers

S. gallolyticus, et S. macedonicus. Par contre, je n'ai pas réussi a obtenir de transferts de TnGBS2
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vers L. lactis et E. faecalis. TnGBS1 peut étre transféré vers S. gallolyticus avec une efficacité
trés faible, mais n'est pas transmis a L. lactis et E. faecalis. Ces résultats montrent que ces ICEs
ont une spécificité d'hdte restreinte, ce type de spécificité restreinte étant également observé pour

les plasmides pAD1 et pCF10 d' E. faecalis [316, 317].

b) Base de données de séquences d'ICEs de type TnGBS

La premiere étape de ce projet a été I'établissement d'une base de données de séquences
d'ICEs, apparentés aux TnGBS. J'ai d'abord combiné des recherches par BlastP et tBlastN en
utilisant la transposase de TnGBS?2 et les protéines de conjugaison de TnGBS!I et TnGBS2, pour
rechercher ces ICEs dans les génomes disponibles au NCBI. J'ai ainsi pu identifier 56 éléments
complets ou partiels apparentés a TnGBS1 ou 2. J'ai également identifié, dans quatre génomes de
S. agalactiae séquencés au laboratoire, des ICEs de cette famille. J'ai ensuite pu identifier, dans
la majorité des cas, les IRs ainsi que le site d'insertion et donc définir les limites de I'ICE.
L'analyse des séquences IR montre une grande conservation, en particulier de I'IR gauche, avec
néanmoins une différenciation entre les IRs des ICEs apparentés a TnGBS1 ou a TnGBS2.
L'analyse des sites d'insertion montre que ces €¢léments ont la méme spécificité d'insertion en
amont de promoteurs dépendant de GA. Finalement, afin de comparer les fonctions codées par
ces ICEs, j'ai récupéré les séquences protéiques pour les génomes annotés, et j'ai annoté les ICEs

qui ne 1'étaient pas encore, essentiellement par similarité avec TnGBS1 et TnGBS2.

c) Conservation protéique et analyse phylogénétique

L'analyse des éléments apparentés aux TnGBS suggere qu'ils peuvent étre classés en deux
sous-familles d'ICEs, représentées respectivement par TnGBSI et TnGBS2, en fonction des
protéines constituant leur appareil de transfert. Au sein de ces deux sous-familles, 34 (sur 49) et
14 (sur 36) protéines sont respectivement conservées par l'ensemble des membres de la sous-
famille TnGBS1 et TnGBS2. Ces résultats démontrent également une plus grande diversité des

membres de la sous-famille TnGBS2, ce qui suggere que TnGBS! serait apparu plus récemment
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que TnGBS2. Les geénes codant pour les protéines les plus conservées, au sein des différents
membres de la famille TnGBS2, sont les génes codant pour les protéines avec des domaines
VirB4, VirD4, la relaxase, et la transposase. De fagon surprenante, un géne codant pour une
protéine avec un domaine N-terminal repA est également retrouvé chez tous les ¢léments
apparentés a TnGBS2, suggérant l'importance de la réplication au cours du processus de
conjugaison. Les deux seules protéines conservées entre les membres de la sous-famille TnGBS2
et qui sont absentes des plasmides apparentés, sont les protéines codant la transposase et
Gbs1146, de fontion inconnue. Cette observation suggere que la protéine codée par gbsl146, qui
ne présente aucune similitude avec une autre protéine connue, ne serait pas impliquée dans le
processus de conjugaison ou de réplication. De plus, elle n'est pas nécessaire a la transposition de
I'ICE (article n°3), il serait alors important d'analyser le réle de cette protéine. Nous avons
¢galement constaté que les génes potentiellement impliqués dans le processus de régulation sont
beaucoup moins conservés au sein des €léments de la famille des TnGBS2, ce qui indique que
ces ¢léments utilisent différentes stratégies pour la régulation de leur transfert. De fagon similaire
pour TnGBS1, on constate que sont conservés, par l'ensemble des éléments de la sous-famille, les
genes codant pour les protéines de l'appareil de transfert, comme les protéines avec les domaines
virB4, virB6 et virD4, les geénes codant pour la transposase et la relaxase, et ¢également des genes
codant pour des protéines impliquées dans le processus de réplication, avec des domaine ParA ou
RepE. Ces observations nous ont conduit a proposer que TnGBS1 et TnGBS2 étaient
probablement capables de réplications au cours du processus de conjugaison.

L'analyse de la conservation des protéines de TnGBS2 suggere également des
phénoménes de recombinaisons, entre ¢léments apparentés a TnGBS2, au cours de 1'évolution de
ces ¢léments. Cette observation a été confirmée par les analyses phylogénétiques réalisées par
Romain Guérillot avec les séquences protéiques de la transposase, de la relaxase et des protéines
avec des domaines VirB4 et VirD4. L'arbre des transposases confirme que I'ensemble des
transposases récupérées d'ICEs sont regroupées au sein du méme groupe phylogénétique,
suggérant une origine commune a ces transposons. Cet arbre montre également que les
transposases, issues d'ICEs apparentés a TnGBSI, sont regroupées au sein d'un méme sous-
groupe phylogénétique, ce qui indique que TnGBS! aurait émergé a partir d'un élément TnGBS?2,
qui aurait échangé son module de transfert avec un autre EGM, par exemple un plasmide ou un

autre ICE.
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Ces différentes informations nous ont conduit a regrouper les geénes de ces ICEs en quatre
modules fonctionnels différents impliqués dans la transposition, la mobilisation, le transfert
(systeme de secrétion de type 4), la réplication et la régulation. Nous avons donc par la suite
cherché a analyser chacun de ces modules et Romain Guérillot a valider expérimentalement

certains d'entre eux.

d) La réplication de TnGBS1 et de TnGBS?2 dans la bactérie
réceptrice participe au retransfert de 1'ICE.

Différentes observations nous ont permis de montrer que TnGBS/ et TnGBS2 sont
capables de se maintenir dans la bactérie réceptrice de fagon transitoire sous forme circulaire
(article n°5). (i) Des séquences couplantes, provenant du site d'insertion de 1'ICE lors de
l'excision de celui-ci dans la bactérie donatrice, sont retrouvées chez des transconjugants de
TnGBS1 et de TnGBS2, ce qui confirme 1'absence d'insertion de I'ICE dans ces transconjugants
apres transfert. (i1) La quantification des formes circulaires de TnGBS2 révele que ces formes
sont plus abondantes dans les transconjugants que dans la bactérie donatrice. Afin de tester si le
maintien sous forme circulaire pouvait jouer un role dans la propagation de I'ICE, j'ai étudié le
transfert de TnGBS2 en utilisant des transconjugants comme bactéries donatrices. Les résultats
obtenus montrent une augmentation de l'efficacité de transfert, qui peut étre corrélée avec
l'augmentation du nombre de formes circulaires dans la cellule donatrice. Ces observations
confirment le role limitant de la production de l'intermédiaire circulaire pour le transfert de
TnGBS2. Les mémes expériences réalisées par Romain Guérillot avec TnGSB/ montrent que
TnGBS1 se réplique également dans la cellule réceptrice. L'analyse du phénomene d'intégration,
au cours de passages successifs sur boites, montre que 1'insertion de TnGBS?2 est beaucoup plus

rapide que celle de TnGBSI.

Ces observations fonctionnelles sont en accord avec l'identification de protéines de
réplication de type RepA, a la fois dans TnGBS!I et TnGBS2, et de type RepE, dans TnGBS1.

Ces modules de réplication sont donc fonctionnels dans certaines conditions.

En complément de ces analyses, Romain Guérillot a, identifié¢ les oriT a la fois de

TnGBS1 et TnGBS2, par similarité avec les séquences oriT connues des plasmides possédant des
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modules de conjugaisons apparentés a ceux des ICEs de type TnGBS1 et TnGBS2. 1l a également
montré que le clonage de ces oriT dans un plasmide non mobilisable, dérivé de pAMPI,
permettait la mobilisation vers des souches de S. agalatiae, mais également vers une souche d' E.
faecalis. Aucun transfert de TnGBSI ou de TnGBS2 n'est observé dans E. faecalis. Le transfert
du plasmide pTCVerm contenant l'ori7 de TnGBSI ou de TnGBS2 est lui obtenu a haute
fréquence. Ce qui indique que I'absence de transfert de I'ICE est, dans ce cas, probablement lié¢e a
un défaut de maintien dans la bactérie réceptrice, et non pas a une incompatibilité de 'appareil de
transfert. Ceci illustre I'existence d'une seconde étape clé pour la conjugaison et la propagation

de I'ICE, c'est-a-dire son maintien, par réplication ou par intégration dans la bactérie réceptrice.

En conclusion, cette étude montre que les ICEs apparentés aux TnGBS se sont largement
répandus au sein des especes du genre streptocoque. Cependant leur nombre est probablement
encore sous-estimé, et leur propagation au sein du genre streptocoque l'est probablement
¢galement. Par exemple, bien qu'aucun TnGBS n'ait ét€ encore identifi¢ chez S. mutans, I'analyse
du locus CRISPR révele la présence d'espaceurs dirigés contre TnGBSI, suggérant que cette
espece a été en contact avec des éléments apparentés aux TnGBS [377]. La présence d'un
¢lément de cette famille dans une souche de lactobacille confirme que notre vision de la diversité
des ICEs de cette famille est sans doute partielle. L'expansion de cette famille suggere que ces
¢léments apportent un avantage sélectif, cependant ces ¢léments ne codent pas pour des genes de
résistance aux antibiotiques. Parmi les protéines qui pourraient conférer un avantage sélectif a la
bactérie receveuse, il faut noter la présence d'une adhésine, annotée comme facteur d'agrégation,
et appartenant a une famille dont un membre est impliqué dans I'attachement de la bactérie a la

dent, la formation de biofilms, et la modulation de I'immunité chez S. mutans [256].
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CHAPTER

Integrative and Conjugative Elements

Encoding DDE Transposases

Violette Da Cunha,! Romain Guérillot,! Mathieu Brochet?
and Philippe Glaser®!

Abstract
( : onjugative transposons were known for many years and were initially discovered for their
capacity to disseminate antibiotic resistance genes. They were first named transposons even
if they rely on phage-type integrases for their mobility and are now classified as Integrative
and Conjugative Elements (ICE). Recently, two families of mobile genetic elements combin-
ing DDE transposition and conjugation have been described for the first time in Streprococcus
agalactiae (TnGBSs) and in Staphylococcus aureus (ICE6013), respectively. These two families
of ICEs are widespread in their respective host species but show a restricted host range. The
conjugation imposes constraints on the transposition mechanisms as donor and recipient DNA
molecules are in two different cellular compartments. It requires in particular the formation of
an independent circular intermediate of transposition. Analysis of TnGBS transfer revealed that
conjugation mechanisms are similar to that of integrase encoding ICEs despite unrelated excision
and insertion mechanisms.

Introduction

Until recently, the mobility of all characterized Integrative and Conjugative Elements (ICEs)
was shown to rely on a conserved mechanism involving an integrase (also called recombinase)
and, in some cases an excisionase.! ICE excision occurs in a donor cell and leads to a covalently
closed circular molecule. A relaxase subsequently initiates transfer by nicking duplex DNA at a
specific 07T sequence and by transferring a single stranded DNA molecule to the recipient cell
in association with the type 4 secretion system (T4SS) of the conjugation machinery. Transferred
DNA is afterward converted to a double strand recircularized DNA molecule by the cellular
replication machinery. Insertion of the circular ICE is finally catalyzed by the integrase in the
donor and the recipient cells." In ICEs, genes involved in a same function like recombination or
conjugation are grouped in distinct functional modules. Each mobile element corresponds to a
particular combination of such modules and combinatorial shuffling between modules allows
for the assembly of highly diverse elements. ICEs share properties with plasmids and phages,
and were initially named with a heterogeneous nomenclature including conjugative transposon
or integrative plasmid.* They may use a serine recombinase, like Tn$5397 from Clostridium dif
ficile® or a tyrosine recombinase like Tn916 that is widespread among Gram-positive bacteria.*
Despite a diverse range of module combinations, no ICE was reported to depend on a DDE type
transposase for its mobility. Although transposases and integrases catalyze co-integration of two

'Laboratoire Evolution et génomique Bactériennes, CNRS URA2171, Institut Pasteur, Paris,
France; *The Welcome Trust Sanger Institute, Cambridge, UK.
*Corresponding Author: Philippe Glaser—Email: pglaser@pasteur.fr

Bacterial Integrative Mobile Genetic Elements, edited by Adam P. Roberts and Peter Mullany.
©2011 Landes Bioscience.
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DNA molecules, the mechanisms of action are intrinsically different. In contrast to site-specific
recombinases, transposases do not covalently bind to DNA.

Recently, ICEs relying on a transposase for their mobility have been described in the human
opportunistic pathogens Streptococcus agalactiae and Staphylococcus aureus. Two ICEs, TnGBS1
and TnGBS2 are integrated in the genome of S. agalactiae strain NEM316.5 Both ICEs express a
closely related DDE transposase belonging to a new class but encode two different conjugation
machineries. In S. aurens ICE6013 expresses an 1S30-like transposase and carries a conjugative
module similar to that of ICEBs1.° In the present chapter we discuss the specificity of these two
families of conjugative elements, the putative constraints of the conjugation process explaining
the paucity of reported cases of such an association and the diversity of these elements together
with their relationship to other conjugative elements.

Organization and Diversity of TnGBSI and Related Tranposons

TnGBS1 is 47 kb long and carries 49 protein encoding genes. All genes except one (ghs0376 *)
are transcribed in the same orientation. It is present in three copies in S. agalactiae strain NEM316.
Its GC content of 37.6% is rather uniform along the sequence and is slightly higher than the
average value of the NEM316 genome (35.6%). The transposase gene is located at the right end
of the element with the stop codon located 335 bases far from the end of the transposon (Fig. 1).
Among these 49 genes, 16 encode proteins similar to proteins encoded by diverse conjugative
plasmids and putative ICEs identified in various Firmicutes. In addition to the transposition
module (the transposase and the two inverted repeats—IRs), different modules were identified
(Fig. 1). The mobilization module was defined by similarity with the predicted relaxase and the
oriT sequence from pHTP and pMG2200 plasmids.” It includes the gene encoding the putative
relaxase (ghs0384) preceded by four genes encoding proteins of unknown function. An o7:T site
similar to the 07i7" sequence characterized in pHTf was identified in the promoter region of
gbs0380 (Fig. 1). This mobilization module represents a new type not previously categorized.®
In addition, two genes encoding a putative topoisomerase I (ghs0387) and a protein containing
a primase domain (ghs0386) could also be involved in the DNA processing during intercellular
transfer. The conjugation module was identified by the presence of a VirD4 homolog (¢£s0396),
a distantly related VirB4 protein (g£s0402), and genes encoding surface proteins homologous
to aggregation and exclusion proteins from Gram-positive conjugative plasmids.” In addition, a
protein with a predicted CHAP domain (Gbs0404) is possibly implicated in the cleavage of the
peptidoglycan for building type IV structures across the wall of the bacteria, as previously reported
for the CsiA protein encoded by Lactococcus lactis MG 1363 sex factor.'® TnGBS! encodes also two
proteins homologous to plasmid replication proteins: RepA from diverse Gram-positive plasmids
and a pAMp1 RepE homolog'! (Fig. 1). The prediction of these functional modules suggests that
TnGBS1 is conjugative and may under certain circumstances be able to replicate autonomously.
Accordingly, TnGBSI was shown to be transferable by conjugation as TnGBS! carryingan inserted
erythromycin resistance genes (erm) was readily transferred among §. agalactiae strains with a
frequency of 10°~107¢ per donor cell (V. Da Cunha and R. Guérillot, unpublished).

DNA-array hybridizations of a collection of 92 S. agalactiae isolates of human and animal
origins revealed the presence of this transposon or of a related transposon in 12 strains. These
strains were all of animal origin but belong to distant clonal complexes (CC23,26 and 67).> Until
recently, there was no sequence similar to TnGBS! in public sequence libraries. However, with
the increasing number of genomes available, search for similar sequences revealed the presence of
seven complete or partial sequences of ICEs similar to TnGBS1 (Table 1). Six of them were found
in streptococci and a more distant[y related one in Lactobacillus salivarius. In this last case, genes
similar to TnGBSI genes are located on two contigs (Table 1). These transposons share the func-
tions predicted in TnGBS! including transposition, mobilization, conjugation and replication.

*For TnGBST gene names correspond to the first of the three copies of this ICE in the genome
of strain NEM316
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6 Bacterial Integrative Mobile Genetic Elements

They are therefore likely mobile. Additional genes encoding proteins of unknown function are
conserved and may be involved in the transfer process. For example, these elements express a highly
conserved ClpA homolog. ClpA is the AT Pase/protein unfoldase subunit of the ATP-dependent
ClpAP protease.? The chaperone activity of this protein may be required for DNA transfer by
this atypical conjugation machinery.

Organization and Diversity of TnGBS2 and Related Elements

TnGBS2is 33.5 kb longand is predicted to encode 36 genes. Its G+C content of 38% is, like
for TnGBS1, slightly higher than the S. agalactiae core genome G+C content. As observed in
TnGBS1, all genes except ghsl134 are transcribed in the same orientation (Fig. 1). The trans-
posase gene is located 335 bases from the right-end of the transposon. The mobilization module
belongs to the MOB, class® and encodes two proteins: a relaxase (Gbs1121) and a relaxase ac-
cessory protein (Gbs1122) as defined previously.> We also predict a conserved sequence similar
to previously characterized 0777 regions upstream this module'® (R. Guérillot, unpublished data).
This sequence may represent a second 0777 region of TnGBS2 in addition to the one previously
identified downstream the transposase gene.” Comparative analysis allowed identification of a
conjugative module similar to that of the pheromone inducible conjugative plasmid pCF10.°
Therefore TnGBS2 encodes a T4SS unrelated to the one identified in TnGBSI. The conjuga-
tion module encodes all essential proteins identified for the conjugative process of pCF10 (Fig.
1 and ref. 14). In agreement with this observation, TnGBS2 is efficiently transferred among S.
agalactiae strains with a frequency of 107 per donor cell.’ Despite the unrelated T4SS used
by TnGBS2 and TnGBS1, three proteins carrying a peptidoglycan anchoring motif (LPXTG)
and possibly involved in the DNA transfer are highly similar in both ICEs: Gbs1143 is 92%
identical to Gbs0393 (annotated as a putative cell aggregation protein), Gbs1144 is 41% iden-
tical to Gbs0392 and Gbs1145 (annotated as a putative exclusion protein) is 48% identical to
Gbs0391. This level of similarity reflects the likely exchange of these genes between different
conjugation machineries and may be linked to the host specificity of these elements among
streptococci. The conjugation process involves the formation of a circular intermediate catalyzed
by the transposase as observed in TnGBS1.5 The abundance of the circular form of TnGBS2 was
estimated by quantitative PCR as 10~ copies per chromosome. This value is in a similar range
of the conjugation frequency. TnGBS2 is therefore efficiently transferred by conjugation and
its circularization represents the limiting step. Like in TnGBS1, we identified a putative repA
gene suggesting that it may also replicate during the conjugation process.

DNA-array analysis of a collection of strains showed that TnGBS2 and related transposons
are common among S. agalactiae isolates.>" For unknown reason, it was observed as particularly
abundant amongisolates of animal origin, where it was detected in 85% of the strains. Consistently,
only NEM316 carries a TnGBS2 element among the eight published genomes of S. agalactiae, all of
human origin. This puzzling observation may correspond to a counter selection for strains carrying
this element among human isolates.” The CRISPR-cas system provides immunity against phages
and mobile genetic elements.'® The protection is mediated by short RNA (crRNA) transcribed
from short sequences (spacers) captured from the invaders and inserted into the CRISPR locus.
Spacers targeting TnGBS2 were identified in four published genomes (2603V/R, A909, CJB111,
18RS21, V. Da Cunha, Unpublished). The distribution of TnGBS2 among S. agalactiae strains
may therefore be controlled by the immunity provided by the CRISPR-cas system.

Similarity searches at the time of the initial characterization of TnGBS2 failed to detect any
similar transposon among sequenced genomes. However, with the increasing number of published
genomes, we have now identified 13 TnGBS2-like elements in different streptococcal genomes
(Table 1). These transposons are frequent in the pyogenic, bovis and mitis groups (Table 1).
The transposition, mobilization and conjugation modules are conserved, and all these elements
express a RepA homolog. These TnGBS-related elements are thus likely mobile apart from the
ICE identified in Szreprococcus infantarius in which several of the genes essential for mobility are
pseudogenes or are missing.
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An important question is the selective advantage these transposons may bring to their host
cell. Only the ICE identified in Streptococcus infantarius expresses a typical cargo gene annotated
as conferring resistance to heavy metals (Table 1), but this ICE is probably non-conjugative.
We identified in TnGallol from Streptococcus gallolyticus strain UCN34 a srzA paralogous gene
encodinga type A sortase.”” The sortase A catalyzes the anchoring of surface proteins carrying an
LPXTG motif to the peptidoglycan. The function of this second Sortase A protein is unclear, but
may contribute to the fitness of the host by contributing to protein anchorage. Interestingly, as
mentioned above, the most conserved gene between TnGBS! (¢hs0393) and TnGBS2 (gbs1143)
codes for an aggregation protein similar to the one found in Enterrococcus faecalis pCF10 plasmid
and in the sex factor of Lactococcus lactis. This protein was shown to promote efficient transfer
of these conjugative elements. Furthermore this protein is also linked to streptococcal antigen I/
IT polypeptide family adhesins. A member of this protein family have been shown to be involved
in tooth attachment, biofilm formation, tissue invasion and immune modulation in Streprococcus
mutans.”® This observation suggests that this protein may also confer a selective advantage in
some conditions in addition to their role in the conjugative transfer of the TnGBSs. Finally, the
ICE identified in L. salivarius carries a putative pilus operon, which may contribute to the adhe-
sion of this bacterium or to the formation of biofilm as shown in other Gram-positive species."”
Nevertheless, these ICEs are probably also selfish elements, imposing a limited fitness cost to the
bacterial host as a result of their specificity of insertion in intergenic regions (see below).”

Organization of ICE6013

ICEG6013is 13.3 kb longand related to the ICEBs! family.* Its G+C content of 30.1% is slightly
below the average G+C content of S. aureus genomes of 32.7%. A functional map is presented in
Figure 1, highlighting the similarity with ICEBs.. However, the integrase encoding gene is replaced
by a transposase. The relaxase gene is similar to the #icK gene encoded by ICEBs1.*° The identifi-
cation of such protein is indicative that ICE6013 may be conjugative. ICE6013 was identified in
6 out of the 15 strains of S. aureus sequenced at that time, where it was inserted at five different
chromosomal /oci. It was also shown to be widespread among S. aureus strains. In addition, these
ICEs show a high level of polymorphism and signatures of recombination.® These observations
strongly suggest that they are active and likely mobile. In the S. aureus ST239 strain where it was
initially described, ICE6013 carries a TnS52 transposon encoding an ampicillin resistance gene.
This gene was used as a marker for conjugation assays by using different AmpS EryR strains of S.
aureus as recipient cells.® No transfer was detected in filter assays. However, in this ICE, TnS552 is
inserted into the putative transposase gene, explaining these negative results. Therefore, whether
this ICE is fully functional remains to be demonstrated.

ICE6013 was identified by PCR or by DNA gel blot in 19 out of 44 (43%) of clonally diverse
strains of S. anreus. In most cases, these elements do not carry TnS52 or genes providing an obvious
selective advantage. It seems therefore that this ICE spread among S. aurens genomes even in the
absence of any cargo gene.® This ICE was also characterized independently within the SCCmec
cassette of strain JCSC6826.2' A more distantly related ICE was identified in the ED98 strain of
poultry origin (GenBank: CP001781). This ICE is 75% identical to ICE6013 over its complete
length, showing that these ICEs are probably ancient. In addition, similarity search at the NCBI nr
nucleotide sequence database revealed a S. anreus plasmid (SAP077B, GenBank: GQ900429) almost
identical to ICE6013. This plasmid corresponds to the circular intermediate of an ICE with a three
nucleotide intervening sequence located between the two IRs: acaccacc_aat_ggeagtgtgt. This organi-
zation is identical to the one described for the junction of the circular form characterized for ICE6013
expressing a full-length transposase. These three bases correspond to the three bases duplicated at
the insertion site. It has been shown that ICEBs! is capable of autonomous plasmid-like replication
of its circular form after excision. The NicK protein, conserved in ICE6013, has been shown to be
responsible for initiating the autonomous plasmid-like replication of ICEBs1.** It is therefore likely
that ICE6013 may also be replicative under certain conditions as suggested for TnGBS elements.
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IS Dialister invisus DSM 15470
18 Clostridium botulinum D str. 1873
1S Natranaerobius thermophilus JWINM-YWN-LF
_{EIS Ammonifex degensii KC4
IS Thermosinus carboxydivorans Nor1
_E 1S Caldicellulosiruptor owensensis OL
IS Thermoanaerobacter tengcongensis MB4
1S Anaerobaculum hydrogeniformans ATCC BAA-1850
IS Ruminococcus lactaris ATCC 281761
—L_EIS Ruminococcus lactaris ATCC 29176.2
| 1S Clostridium scindens ATCC 35704
1S Lactobacillus rhamnosus GG
IS Leptotrichia buccalis C-1013-b
TnGBS1-like Lactobacillus salivarius ATCC 11741

TnGBS1-like Streptococcus sanguinis SK49
4*_1_:Tn6881-|ike Streptococcus sp. 21 36FAA

TnGBS1-like Streptococcus sanguinis SK1058
TnGBS1-like Streptococcus anginosus F0211
TnGBS1-like Streptococcus sp. oral taxon 071 str. 73H25AP
TnGBS1 Streptococcus agalactiae NEM316
TnGBS2-like Streptococcus sp. 21 36FAA
TnGBS2-like Streptococcus mitis SK597
TnGBS2-like Streptococcus sp. oral taxon 071 str. 73H25AP
TnGBS2-like Streptococcus sanguinis ATCC 49296
TnGBS2-like Streptococcus oralis ATCC 35037

ETnGBSZ Streptococcus agalactiae NEM316
[ ——— TnGBS2-like Streptococcus ictaluri 707-05

TnGBS2-like Streptococcus gallolticus UCN34
TnGBS2-like Streptococcus gallolticus ATCC BAA-2069.1
TnGBS2-like Streptococcus gallolticus ATCC BAA-2069.2
TnGBS2-like Streptococcus agalactiae ATCC 13813
TnGBS2-like Streptococcus infantarius ATCC BAA-102

—C

18 Lactobacillus crispatus CTV-05

1S Lactobacillus helveticus DPC 4571

1S Lactobacillus casei ATCC 334

IS Bacillus coagulans 36D1

IS Lactobacillus reuteri JCM 1112

IS Abiotrophia defectiva ATCC 49176

IS Ruminococcus lactaris ATCC 29176.3

1S Moorella thermoacetica ATCC 39073

1S Halothermothrix orenii H 168

1S Thermaerobacter subterraneus DSM 13865
IS Candidatus Desulforudis audaxviator MP104C
1S Symbiobacterium thermophilum IAM 14863
1S Geobacillus sp. WCH70

Figure 2. Unrooted phylogenetic tree of transposases from TnGBS-related elements and 1Ss.
Species and strain names are indicated. Transposase sequences were retrieved at the NCBI
databank after psi-blast search using TnGBS2 transposase as query. Protein sequences were
aligned with MUSCLE using default parameters. The tree was built using the Jalview software
with the average distance method and the BLOSUM®62 matrix. Only a sample of divergent IS
transposases representative of the major lineages were kept in the final alignment.
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The Transposition Module

Both TnGBS! and TnGBS2 show a typical organization of transposable clements with two
imperfect IRs at each extremity flanked by nine or ten base direct repeats corresponding to the
duplication of the insertion site. Both elements carry at the right extremity a gene encoding
a DDE transposase corresponding to a new sub-class. The transposases of both ICEs did not
show significant similarity to any characterized transposase. However, motif searches at Pfam
indicate that they belong to the uncharacterized protein family UPF0236 that is part of the
Ribonuclease H superfamily which includes diverse families of DDE transposases. Blast searches
revealed an ever-growing number of similar transposases mostly in Firmicutes. Some of these
sequences are present in multiple copies in the host genome (up to 21 in Caldicellulosiruptor
owensensis strain OL) and the analysis of the surrounding sequences revealed that they are also
frequently flanked by inverted repeats and direct repeats of 7 to 10 bases.” These transposase
genes together with the IR sequences thus represent a new family of Insertion Sequences (ISs).
Phylogenetic analysis of transposases encoded by either ISs or conjugative transposons shows
that TnGBS-related transposases from streptococci cluster in a specific branch (R. Guérillot and
V. Dacunha, unpublished). Despite the diversity of ISs in different species, each IS appears to
be associated to a specific host (R. Guérillot and V. Da Cunha, unpublished).

TnGBS-related transposases show a unique specificity among bacterial transposable elements.
The ICEs (Table 1) and the ISs are almost systematically inserted in a defined orientation 15 or
16 bases upstream A dependent promoters.” This specificity, unique among prokaryotes, is remi-
niscent of that of eukaryotic retroelements, like for instance Ty3 from the yeast Saccharomyces
cerevisiae. Ty3 inserts at the transcription start site of RNA polymerase III (PolIIl) dependent
promoters.” It has been shown that this targeting involves a direct interaction between the Ty3
integrase and the transcription factor TFIIIB or TFIIIC.* Similarly, the insertion specificity
of the TnGBS subfamily of transposases may rely on an interaction with the RNA polymerase.
This specific interaction could have contributed to the observed restricted host range of these
transposable elements, particularly if it involves variable parts of the RNA polymerase subunits.
Although this insertion specificity is probably not essential for the coupling with conjugation,
it has been shown that it correspond to “safe” localizations which does not affect significantly
the expression of the downstream genes, minimizing the burden of the transposition on the
bacterial recipient host.”

The transposase of ICE6013 is related to the well characterized IS30 family of transposases,
but shows important differences. In particular it is split in two subunits and it misses the
N-terminal helix turn helix motif conserved in IS30 transposases.® In strains carrying an intact
transposase gene, a circular form of the ICE6013 was detected.?! This observation is in agree-
ment with a previous study demonstrating that a circular IS30 element acts as an intermediate for
simple insertion.” Interestingly, it has been demonstrated that IS30 transposase from Escherichia
coli can replace the recombinase function in an experimental lambda phage system.* This experi-
ment reproduces the natural replacement observed between ICE6013 and ICEBs1 types of ICE.

Unlike for the IS30 transposase, the mechanism of transposition of TnGBS transposases has
not been characterized in depth. However, the transposition processes of TnGBS-related trans-
posases and of ICE601 3 are compatible with conjugation. In TnGBSI and TnGBS2, transposases
catalyze the circularization of the transposon and the coupling sequence corresponding to the
two IRs and the duplicated target could be amplified by PCR by using divergent primers located
at both ends of the transposon.® A circular form of the ISs inserted into Lactobacillus reuteri
genome was also detected by PCR and the coupling sequences corresponded to the four differ-
ent insertion sites (V. Da Cunha, unpublished). Like for the integrase, this reaction produces
a substrate for the conjugation machinery. However, TnGBSs and IS-L. reuteri transposases do
not restore the original insertion site of the element as opposed to integrases which catalyze a
precise excision from the chromosome.. This suggests a replicative mechanism of transposition
for TnGBS-related transposases.’
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Conclusion

In 2008, the association of a conjugative module toa DDE transposase in TnGBS1 and TnGBS2
may have been anecdotal. However, a similar combination was reported one year later in S. aureus
ICE6013 and with the increasing number of sequenced genomes, these combinations happen
to be much more frequent than anticipated at this time. TnGBSs contribute to the conjugative
transfer of chromosomal DNA by an HFr type mechanism and have a major role in the evolution
of 8. agalactiae® It has been proposed that ICE6013 may promote similar transfers in S. aureus.®
Comparison of the organization of TnGBSI, TnGBS2 and ICE6013 revealed two conserved
features important for their conjugative transfer: the formation of a circular intermediate in the
transposition process and the capacity to transiently replicate this circular form. The latter prop-
erty shows the close proximity of these ICEs and conjugative plasmids. Furthermore the general
transfer process of these ICEs follows the same scheme described for other ICEs. The further
characterization of these mobile elements will bring new insight into the diversity of ICEs. A key
issue will be to understand the regulation and the coupling between the transposition process, the
conjugation and the transient replication in the dissemination of these elements.
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Abstract

Integrative and conjugative elements (ICEs) have a major impact on gene flow and genome
dynamics in bacteria. Unlike most ICEs characterized to date that use a phage like integrase
for their mobility, TnGBSs use a DDE transposase. TnGBS1.1 and TnGBS2.2 in
Streptococcus agalactiae strain NEM316 were the two first identified ICEs of this family. By
systematic genome analysis we identified 56 different TnGBS-related ICEs, all but one being
inserted in streptococcal genomes. These ICEs contain two types of conjugation modules,
typified either by TnGBS1 or TnGBS2. Each of these conjugation modules, comprising a type
four secretion system, a VirD4 coupling protein, a relaxase and its cognate oriT site, is shared
with distinct families of Firmicute's conjugative plasmids. The TnGBSs also share replication
modules with different plasmids and we show that both TnGBS1.1 and TnGBS2.1 combine
replication and transposition to promote their spreading and stabilization. Phylogenetic
analysis allows to reconstruct the successive recruitment by two conjugative elements of
different origins of a transposition module probably derived from insertion sequences (IS).
Despite an evolutionary successful horizontal spreading of TnGBS-related ICEs in the
Streptococcus genus, these ICEs have a restricted host range. We show that for both TnGBS1
and TnGBS2, this host restriction is not due to a transfer incompatibility linked to the
conjugation module, but most probably to their capacity to replicate in different hosts and/or
to their transposition specificity upstream 0A dependent promoters, which is unique among

bacterial transposable elements.



Introduction:

Mobile genetic elements (MGEs) play a profound role in the evolution of both
eukaryotes and prokaryotes. In bacteria, they are major contributors to gene flow within
and among species and they may represent a significant proportion of their genomes.
For example Escherichia coli 0157H7 strain EC 4115 carries 18 integrated prophages
totaling 786 kb covering 15% of its genome [1]. In the obligate intracellular bacterium
Orientia tsutsugamushi, 30% of the genome is represented by the amplification of a 33kb
Integrating and conjugative element (ICE) [2]. These elements may carry genes, which
provide a selective advantage for their hosts such as specific metabolic functions, drug
or heavy metal resistance as well as virulence factors. Indeed, MGEs were initially
described as responsible for spreading antibiotic resistance [3]. However, systematic
sequencing of bacterial genomes revealed a much broader diversity of MGEs, some
without obvious selective function for the host.

Among the MGEs identified in bacterial genomes there is a growing interest for
ICE [4,5]. These elements combine two properties, being conjugative like conjugative
plasmids and having the capacity to integrate into the bacterial host genome like
temperate phages. Integration into a host genome ensures the vertical transmission of
these MGEs, whereas the capacity to be transferred by conjugation allows their
horizontal spreading. In addition, ICEs have been shown to promote the conjugative
transfer of chromosomal DNA among bacterial cells by the so-called HfR mechanism [6].
Such chromosomal DNA transfers have been shown to contribute to chromosomal
recombination among natural isolates of Streptococcus agalactiae [7], Enterococcus
faecalis [8] and Escherichia coli [9]. A recent systematic search for conjugation
machineries related to type four secretion systems (T4SS) in complete genome
sequences, showed that ICE are the most abundant conjugative elements carrying T4SS
among prokaryotes [5].

The conjugative transfer of an ICE requires its excision from the chromosome as a
circular molecule. This reaction is catalyzed in most ICEs by a phage like integrase in
some cases associated with an excisionase. Then, as for conjugative plasmids the DNA
transfer is initiated by a relaxase, which performs a single strand nick of the circularized
ICE at the oriT site. The single stranded DNA covalently bound to the relaxase is then
recruited to a pore forming T4SS by the T4 coupling protein (T4CP) VirD4 where it is

actively pumped into the recipient cell [10,11,12]. In the recipient cell the relaxase



catalyzes the circularization of the ICE, and the second strand is resynthesized leading to
a double strand circular molecule, which is inserted into the chromosome of the
recipient cell.

Most ICEs characterized, exemplified by Tn916, rely on an phage-type integrase
for their mobility [13]. However, we recently described in S. agalactiae strain NEM316
two ICEs, TnGBS1.1 and TnGBS2.1 (initially named TnGBS1 and TnGBS2), that rely on a
DDE transposase for their mobility [14]. TnGBS1.1 is 47 kb long, carries 49 protein
encoding genes and is present in three copies, whereas TnGBS2.1 is 33.5 kb long and
encodes 36 genes. These two ICEs have a G+C content of 37.6 and 38% respectively that
is rather uniform along the sequence and slightly higher than the average value of the
genome (35.6%). Like for Tn916, the conjugation process starts by the formation of a
circular form of TnGBS2.1, which is the substrate of a relaxase that initiates the DNA
transfer through a T4SS. In TnGBS2.1, the formation of this circular form is catalyzed by
the tranposase. However, unlike Tn916, the excision of TnGBS2.1 does not lead to the
reconstitution of the insertion site in the donor strain. It was hypothesized that this first
step of transposition is replicative. After conjugation the transposase catalyzes the
integration of TnGBS2.1 into the chromosome of the recipient strain. Among bacterial
transposable elements, these ICEs show a unique insertion specificity, 15 or 16 bases
upstream the -35 region of A dependent promoters. This property is an intrinsic
property of the transposition module constituted of the transposase and the two
imperfect inverted repeats (IR) located at the ends of the transposable element [14].

At the time we have characterized these two ICE no similar element could be
identified in publicly available bacterial genomes, and none was present in the seven
other genomes of S. agalactiae available. Nevertheless, analysis by comparative genomic
hybridization (CGH) of diverse S. agalactiae strains both of human and animal origin
showed that these elements are frequent among strains of animal origin [14].
Furthermore, genes encoding proteins similar to these two transposases were identified
in different Gram positive genomes, frequently in multiple copies. These genes were
shown to correspond to a new family of widespread Insertion Sequences (ISs). These ISs
show the same insertion specificity upstream oA dependent promoters [14]. TnGBS1.1
and TnGBS2.1 share a similar transposition module, but encode different proteins
involved in conjugation and relaxase modules and although TnGBS2.1 was shown to be

efficiently transferred by conjugation among S. agalactiae strains, whether TnGBS1.1 is



mobile was not known. By systematic search in complete genome sequences, we have
identified a large number of ICEs similar to either TnGBS1.1 or TnGBS2.1. The TnGBS
family represents therefore a new and broad family of ICEs that is almost exclusively
found among the streptococcal genus. Using comparative analysis and phylogeny we
have defined the functional modules involved in the integration, the conjugative transfer
and the replication of these ICEs. TnGBS conjugative modules have two different origins
but evolutionary converge by the recruitment of an unusual transposition module of IS
origin for vertical maintenance. In addition, we show experimentally that TnGBS1.1 and
TnGBS2.1 use a similar strategy involving a transient replication step in the recipient
cell for enhancing their spreading prior to being stably inserted into the host genome.
Experimental data, phylogeny and comparative analysis with different conjugative
elements led us to construct a scenario for the generation of TnGBS ICEs in agreement
with a general scheme for the evolution of conjugative elements unifying ICE and

conjugative plasmid.



RESULTS

TnGBS1.1 is conjugative like TnGBS2.1 and both have a narrow host range

TnGBS2.1 can be efficiently transferred by conjugation from strain NEM316 to
BM110 and subsequently from strain BM110 to other S. agalactiae strains [14]. In order
to test whether TnGBS1.1 is also autonomously conjugative, we performed similar
experiments by using strain GMP205 carrying an Erm cassette inserted in an intergenic
region of TnGBS1.1. The marked TnGBS1.1 was transferred efficiently to strain BM110
(TetR) and subsequently retransferred to strain A909RF with a frequency of 10-°
transconjugants (TC) per recipient strain, a value similar to the efficiency of transfer of
TnGBS2.1 (Table 1).

The host range of ICEs and conjugative plasmids is highly variable. Tn916 is
found in a broad range of Firmicutes [15] and can even be transferred from Firmicutes
to Gram-negative bacteria [16]. In contrast the E. faecalis sex pheromone plasmids pAD1
and pIP1017 are restricted to this species [17]. We therefore wondered whether
TnGBS1.1 and TnGBS2.1 could be transferred to other streptococci and to closely related
Firmicutes. We performed conjugation assays using strain GMP205 and GMP201 as
donor strains for TnGBS1.1 and TnGBS2.1, respectively and Streptococcus gallolyticus, E.
faecalis and Lactococcus lactis strains as recipients (Table 1). TCs were obtained with S.
gallolyticus, however with a 10% and 103 fold reduced frequency for TnGBS1.1 and
TnGBS2.1, respectively. No TCs were obtained with L. lactis and E. faecalis in repeated
experiments for both ICEs. Therefore under the conditions we have tested, both TnGBSs

show a restricted host range for streptococci with a high preference for S. agalactiae.

TnGBS1.1 and TnGBS2.1 belong to a diverse family of streptococcal ICEs

At the time of the first characterization of TnGBS1.1 and TnGBS2.1, no related
ICEs were present in the sequenced genomes published [14]. Given the tremendous
number of genome sequences and in particular of streptococcal species, available now
we performed a new systematic search on all the whole genome sequences available at
NCBI. We first searched by BLASTP and TBLASTN for genes encoding transposases
similar to Gbs1118, the transposase of TnGBS2.1 and subsequently for proteins essential

for transfer by conjugation, the relaxase, the VirD4 coupling protein the T4SS



component VirB4 located in the vicinity of the transposase gene. Finally we searched
locally for the imperfect IR of the ICE by manual inspection of the surrounding
sequences. At time of writing we identified 52 putative ICEs encoding a tranposase of
the TnGBS type. All are either related to TnGBS1.1 (21 ICE) or to TnGBS2.1 (31 ICEs) and
several strains, like NEM316, contain two (six strains) or three (one strain) different
ICEs of this family in their genome. All except one ICE were detected in streptococcal
genomes (Figure 1). The only exception is a TnGBS1-like element that is inserted in the
genome of Lactobacillus salivarius strain ATCC 11741. Genes similar to TnGBS1.1 genes
were identified in two contigs of this unfinished genome sequence which extends did
not allow the identification of the two IRs.

Among the 45 streptoccocal species for which one or more genomes are
available, 19 contain at least one TnGBS like ICE (Figure 1). The number of queried
genomes per species ranges from 1 to 129 (for S. pneumoniae). TnGBS related ICEs are
frequent in the genomes of S. sanguinins, S. sobrinus, S. agalactiae, in streptococci from
the bovis group and from the mitis group. Interestingly, TnGBSs are frequent in S. oralis
(2 out of 4 genomes) and in S. mitis (2 out of 11 genomes), but are present in only one of
the 129 S. pneumoniae (strain GA17328) genomes sequenced. No ICE of this family was
identified among the 15 S. pyogenes genomes published. For a majority of the
streptococcal species only a single genome sequence is available, thus the fact that we
identified a TnGBS like element in 19 species suggests that the spreading of this family
of ICEs among streptococcal species is underestimated. To further explore the diversity
of these ICEs we have completely sequenced four bovine S. agalactiae isolates using the
[llumina technology and have determined the sequence of the four new TnGBS like ICEs
encoded by these genomes. Taken together we have identified 36 complete and 20
partial ICEs of the TnGBS family (Table 2).

Some MGEs inserted into streptococcal genomes probably derived from TnGBS
elements, as all sequenced S. agalactiae strains encode a conserved transposase similar
to Gbs1118 even when no complete TnGBS element is present. Furthermore, in strain
2603V/R an IR-R repeat similar to that of TnGBS2 is present downstream the
corresponding gene (SAG1237), however, no IR-L was detectable. This locus is located
between a composite transposon carrying the genes scpB and Imb encoding the C5A
peptidase and the laminin binding protein respectively [18] and a composite ICE

inserted at the ribosomal protein rplL. This ICE is highly diverse in the different GBS



isolates [19]. Thus this transposase gene might represent a remnant of a TnGBS element
that was inserted in a common ancestor of the modern GBS isolates. We also identified
in Streptococcus dysagalactiae subsp. equisimilis a 6.3 kb transposon bordered by two
IRs and expressing a transposase that is 91 % identical to the transposase expressed by
Tnlctaluri-2-1 (Table 2). This transposon expresses proteins similar to proteins
identified in other MGEs but is devoid of functions related to conjugation (data not
shown).

TnGBS1.1, TnGBS2.1 and ISs expressing a similar transposase are specifically
inserted upstream oA dependent promoters [14]. By analyzing their insertion sites, we
showed that the newly identified ICEs show the same insertion specificity as all 51 ICEs
whose insertion site was identified are inserted upstream oA dependent promoters
(Table 2). The targeted genes are in great majority conserved house keeping genes. In
particular 20 ICEs are inserted upstream genes encoding ribosomal proteins. Nine genes
were targeted by different ICEs independently, e.g. romH was targeted four times. Only
the promoter region upstream pyrG and rpmV were targeted by both TnGBS1 and
TnGBS2 related elements.

In order to determine the shared features amongst TnGBS1 and TnGBS2 related
elements, we selected those ICEs that were complete or almost complete and that were
representative of the diversity of all identified ICEs for further analyses. We obtained 33
ICEs for which we performed systematic BLASTP and/or BLASTX comparisons against
the protein complements of TnGBS1.1 or TnGBS2.2. Indeed, proteins encoded by these
ICEs show higher similarity either with TnGBS1.1 or with TnGBS2.1 proteins (Figure 2
and 3). Therefore ICEs belonging to the TnGBS family can be classified into two subtypes
exemplified by TnGBS1.1 and TnGBS2.1 and were thus named accordingly (see legend of
Table 2). We identified 34 proteins shared by the 10 streptococcal ICEs related to
TnGBS1.1 and 14 proteins shared by the 23 TnGBS2.1 related elements. These core sets
of conserved genes encode proteins likely required for the mobility of these ICEs as
several are similar to proteins involved in the conjugation of different plasmids from
Firmicutes as depicted in Figure 2 and 3. This finding reflects the proximity of TnGBSs to
two different families of Gram-positive conjugative elements (Figure 2 and 3). In
particular, proteins essential for conjugation like the coupling protein VirD4 and
components of the T4SS are among the most conserved proteins as well as the relaxase

and its accessory protein. Interestingly, we also observed conserved proteins involved in



plasmid replication. Taking together this information, we grouped these genes into
different functional modules for conjugation, replication and transposition (Figure 2 and
3). Genes that were only present in one ICE or in few more similar ICEs may encode
accessory proteins of these modules or may represent cargo genes with functions not
directly involved in mobility (Figure S1 and S2). In the following sections, we have

performed a comparative analysis of the different functional modules of TnGBS ICEs.

TnGBSs arise by recruitments of a transposition module of IS origin by unrelated
conjugative elements

The common feature defining the TnGBS family is a shared transposition module.
We performed a phylogenetic analysis of the complete transposase sequences of 44
TnGBS-like ICEs with the transposases of the related IS from Lactobacillus helveticus,
L. crispatus and Bacillus coagulans as an out group (Figure 4). As deduced from this
analysis depicted in Figure 4, the transposases of the streptococcal ICEs represent a
monophyletic group within a widespread family of ISs (data not shown) indicating a
common IS origin for this tranposition module. All the transposases of the TnGBS1
group, except the ill characterized TnGBS-Lsalivl represent by themselves a
monophyletic group branching within the transposase of TnGBS2 like ICEs. Therefore,
except the ICE identified in L. salivarius, TnGBS ICEs probably have a common origin of a
TnGBS2.1 type. The streptococcal TnGBS1s might have emerged among TnGBS2 like
ICEs by exchanging the modules involved in its conjugation. This transposition module
being therefore recruited by two unrelated conjugative elements.

The second element of the transposition module is represented by the two IRs.
The comparison of the IRs of 41 ICEs defines two well-resolved groups with two
different consensus sequences (Figure 5). The IR-R located downstream the transposase
gene is almost completely conserved within each group. Strikingly these two groups
correspond to ICEs either related to TnGBS1.1 or to TnGBS2.1 (Figure 5). Seven
streptococcal isolates carry both a TnGBS1.1 and a TnGBS2.1 like element. The
difference between the IRs of these two elements may prevent the crossrecognition of
the IRs of an ICE by the transposase of the other ICE. Indeed, the GMP202 strain in

which the transposase gene has been inactivated does not produce a circular form of



TnGBS2.1 although it expresses three copies of the TnGBS1.1 transposase, which is in
support to this hypothesis [14].

The TnGBS2.1 transposition process involves two steps: the formation of a
circular form in the donor strain and the integration into the genome of the recipient
strain [14]. We have shown that these two steps in TnGBS2.1 are catalyzed by the
transposase encoded by gbs1118. In order to test whether the putative TnGBS1.1
transposase encoded by gbs0410 is also sufficient for transposition, we have constructed
a non replicative plasmid mimicking the circular form of TnGBS1.1 (pSU-
erm::miniTnGBS1, Figure S3) and tested its transposition. This pSU18 derivative carries
an erm gene as selective marker and the transposase gene gbs0410 together with the
two IRs. After electrotransformation into the S. agalactiae strains BM110 and NEM316,
transformants were obtained. These transformants harbor an inserted copy of pSU-
erm::miniTnGBS1 as shown by direct sequencing of the plasmid-chromosome junctions
(see below). Gbs0410 is therefore sufficient for the insertion of the transposon into the
recipient chromosome. We then tested by PCR for the presence of a circular form of the
ICE both in strains carrying TnGBS1.1 (NEM316 and GMP105) and in pSU-
erm::miniTnGBS1 transformants (Figure S3). We were able to amplify the junction
sequence of TnGBS1.1 and pSU-erm::miniTnGBS1 by using divergent primers located at
both ends of the ICE (0-11, 0-12) (data not shown). This sequence corresponds to the
two IRs separated by a 7 to 10 nt sequence which corresponds to the sequence
duplicated at the insertion site. Therefore Gbs0410 is also sufficient for the formation of
a circular form of TnGBS1.1. The formation of a circular form of TnGBS2.1 does not
correspond to an excision restoring the empty insertion site. PCR amplification using the
oligonucleotides pairs 0-7 / 0-8 and 0-9 / 0-10 failed to amplify the insertion site in
strains NEM316 and GMP205, respectively. This observation shows that the formation
of a circular intermediate of TnGBS1.1 does not rely on the excision of the ICE and
supports the hypothesis of a replicative mechanism for the transposition of both
subtypes of TnGBS.

TnGBS2.1 inserts specifically upstream the -35 sequence of oA dependent
promoters [14]. Although it targets different promoters the nrdF gene (gbs0453)
encoding the small subunit of the nucleotide reductase is a preferential insertion site.
The three TnGBS1.1 copies in strain NEM316 are also inserted 15 to 17 bases upstream
the oA promoters of gbs0411, gbs0741 and gbs0968, respectively [14]. In order to



determine the specificity of the TnGBS1.1 transposase we first attempted to determine
the insertion site of TnGBS1.1 into BM110 TCs. However, in all the TCs analyzed directly
after conjugation, the DNA sequence obtained corresponded to the circular form of the
transposon. Moreover, the sequence located between the two IR corresponded to the
insertion site in the GMP205 donor strain (see below). Nevertheless, after up to 7 serial
passages on TH agar plates, we identified 16 clones with a copy of TnGBS1.1 inserted in
the genome. The 16 TnGBS1.1 were inserted upstream oA dependent promoters, and
only two promoters, upstream rps/ and rpsU were targeted by two independent
insertions (Figure S4). In order to characterize a larger number of insertion sites we
sequenced the insertion sites of the pSU-erm::miniTnGBS1 in strains NEM316 and
BM110. All insertions tested were located upstream promoters in the same relative
orientation as TnGBS2.1: the IR-R 15-17 bp upstream the -35 region of a cA dependent
promoter (Figure S4). The analysis of 100 insertion sites identified 56 different sites and
thus only a low level of preference for specific promoter regions (Figure S4). Strikingly,
comparison of the promoters targeted by TnGBS1.1 and TnGBS2. identified a single
shared position that is upstream gbs0411. In particular we did not identify any insertion
of pSU-erm:: miniTnGBS1 upstream nrdF, the preferred insertion site of TnGBS2.1.
Therefore the process of promoter targeting by the two ICEs is probably conserved but

they show subtle differences leading to differences in insertion specificity.

Replication of TnGBS1.1 and TnGBS2.1 in the recipient strain promotes its
transfer

The identification of TnGBS1.1 TCs carrying a circular form of the ICE and the
absence of an integrated copy provide a first hint that this ICE may have the capacity to
replicate before its insertion in the recipient cell. Analysis of the functions encoded by
TnGBS1 and TnGBS2 like elements revealed the presence of conserved plasmid related
replication modules. All TnGBS?2 like ICEs encode a RepA_N like protein. Similar proteins
are also encoded by the plasmids pCF10, pTEF2, pSK41 and pBD-II and by the ICEs
Tn5253, ICEde3396 and the S. suis 89K pathogenicity island (Figure 4). RepA_N initiates
the replication of a broad range of plasmids from different Firmicutes [20]. These
plasmids show a restricted host specificity that has been attributed to the specificity of
the RepA_N protein. The origin of replication targeted by RepA_N in these plasmids lies

within the coding sequence of repA. These ori sequences are generally not conserved in



sequence but share similar features including direct and inverted repeats [20]. By
analyzing the TnGBS2.1 repA nucleotide sequence we identified a sequence similar to
the oriR region of the Staphylococcus aureus plasmid pSK41 [21] (Figure 6A). This
sequence represents a putative origin of replication recognized by TnGBS2.1 RepA
protein. Other proteins (RepB and RepC) shown to be involved in plasmid stability [22]
are missing in TnGBS2.1 and in related elements.

TnGBS1.1 encodes also a RepA_N like protein (Gbs0408). However, this
protein is only 127 aa long. Furthermore orthologs of this gene are missing in 4 of the 11
TnGBS1-like elements analyzed and it is thus perhaps not the main replication protein of
TnGBS1.1 (Figure 3). However, we identified a second replication module, encoding a
RepE homolog that is present in all TnGBS1-like ICEs. The RepE protein is essential for
O-replication of the broad host range plasmid pAMP1 and binds to the origin of
replication located downstream the repE gene [23,24]. By analyzing the DNA region
surrounding the repE gene (gbs0367) in TnGBS1 like elements, we identified a
conserved sequence similar to the origin of replication characterized in plasmids
pAMB1, pSM19035, pIP501 and pXO01 [25] (Figure 6B). In contrast, like for the TnGBS2
replication module, we did not identify the seg locus involved in the stability of these
plasmids [26]. Nevertheless, additional proteins conserved among all TnGBS1 like ICEs
might contribute to plasmid replication like a type 1 topisomerase that is also conserved
in related plasmids (Figure 3). Indeed an homolog of type 1 topisomerase was shown to
influence pAMf1 replication [24]. In addition, we identified in all TnGBS1-like elements
and in eight TnGBS2-like elements a gene encoding a protein similar to the ParA protein
from the Lactococcus lactis plasmid pCI2000, which is involved in plasmid stability [27].
Compared to TnGBS2-like ICEs, TnGBS1-like ICEs seem therefore to encode a more
complete set of genes involved in plasmid replication.

In order to further demonstrate that replication of TnGBS1.1 and TnGBS2.1
takes place in the recipient strain we analyzed the mark left in the circular form between
the two IRs, which corresponds to the duplicated sequence at the insertion site. Our
reasoning was that before their insertion in the recipient strain the coupling sequence of
the transferred TnGBS1.1 and TnGBS2.1 contain the nucleotides duplicated at the
insertion site in the donor strain, whereas the circular form generated from an inserted
copy in the recipient strain carries the sequence corresponding to the new insertion site.

We thus PCR amplified, cloned and sequenced the coupling sequences of TCs from



TnGBS1.1 and TnGBS2.1 (Table 3). In all TnGBS1.1 sequence analyzed, the coupling
sequences corresponded to transferred circular ICE, confirming the replication of
TnGBS1.1 in the recipient strain. In the case of TnGBS2.1, 97.5% of the circular form
corresponded to transferred circular TnGBS2.1 (Table 3). We also observed few
coupling sequences corresponding to inserted forms in the recipient. Five out of seven
were inserted in nrdF, the preferential site of TnGBS2.1. As the frequency of
circularization of an integrated TnGBS2.1 is low (less than 10-3), the percentage of these
coupling sequences reflects a significant proportion of cells with an integrated copy. The
identification of circular forms corresponding to inserted copies indicates that the delay
in the insertion of the ICE in the recipient chromosome is shorter for TnGBS2.1 than for
TnGBS1.1.

In order to quantify the replication of the two ICEs we determined the ratio of
circular forms compared to the total amount of TnGBS1.1 and TnGBS2.2 in the donor
strain and in TCs by Q-PCR (Table 4). We compared the number of copies of the coupling
sequence of the ICE and of the transposase gene and normalized our results with the
chromosomal gene polA. Similarly to what we previously reported, the ratio between
circular and inserted TnGBS2.1 forms was 8 10+ In the case of TnGBS1.1 (strain
GMP205) the ratio was about 100 times higher than for TnGBS2.1. For both ICEs, we
observed a strong increase in the number of copies of the circular form in TCs. In the
case of TnGBS1.1 we observed about one circular form per chromosome, a value
compatible with a replication of TnGBS1.1 and a control of the copy number. In the case
of TnGBS2.1 we observed only 0.26 copies per chromosome. This value reflects a low
efficiency of replication and the insertion of the ICE into the chromosome of a significant
proportion of the cells. To test whether the increased number of circular forms might
lead to an increased efficiency of transfer, we performed conjugation assays by using
these TnGBS1.1 and TnGBS2.1 TCs as donor strains (Table 4). Indeed, in both cases we
observed a strong increase of the conjugation efficiency. These results suggest that the
frequency of transfer is limited by the number of circular forms in the donor strains and
that replication after conjugation is a means to increase transiently the efficiency of

transfer.

TnGBS1 and TnGBS2 like ICEs express two distinct conjugation modules



Similarity searches with conjugative elements show that both TnGBS1 and
TnGBS2-like ICE encode homologs of VirD4 and VirB4 and of relaxases from different
plasmids and ICEs (Figure 2 and 3). In order to understand how these modules were
acquired, we performed a comparative phylogenetic analysis of VirB4, VirD4 and the
relaxase proteins. We compared TnGBS1 type proteins with homologous proteins from
conjugative plasmids. We observed a congruence of the three trees in agreement with a
single origin for the conjugation / mobilization module (Figure S5). Interestingly in the
case of L. salivarius, although the genes are on two different contigs, the topology of the
tree is similar, confirming the hypothesis that these two contigs correspond to the two
parts of a TnGBS related ICE that have acquired a conjugation / mobilization module
similar to TnGBS1 (Figure S5). Similarly, we observed a congruence in the phylogeny of
of these three genes for TnGBS2 related ICEs, conjugative plasmids of Firmicutes and
widespread ICEs from Firmicutes depending on a phage like integrase (Figure S5). The
congruence and the similarity of the trees, indicate a single origin of the
conjugation/relaxase module of TnGBS2. However, for TnGBS2 the phylogeny of the
transposase and that of proteins of the conjugation/relaxase module show several cases
of incongruence indicating exchanges of the conjugative module among TnGBS?2 related
ICEs.

When trying to identify the relaxase of TnGBS1 we first could not identify any
protein encoding a known relaxase domain. However, since we have demonstrated the
autonomous mobility of TnGBS1, we further searched for a possible relaxase by
considering conserved proteins of unknown function among all TnGBS1 related ICE.
Indeed, PSI-BLAST search based on Gbs0384 gave numerous hits in conjugative plasmid
relaxases. Alignment of Gbs0384 and its distantly related homologs allowed us to
identify the characteristic conserved residues of relaxases in the N-terminal part of the
protein: two potential catalytic Y and a 3H motif [28]. Furthermore, distant homologs of
the N-terminal part of Gbs0384 have been proposed to belong to a new family of
relaxases responsible for the mobility of the vancomycin resistance conjugative plasmid
in Enterococcus pHTP and pMG2200 [29].

Next we tried to identify the origin of transfer. The functional oriT sequence of
pMG2200 has been identified [30]. We therefore searched for sequences with a similar
organization in TnGBS1-like ICEs. Indeed, we identified a conserved sequence sharing

similar features in all TnGBS1-like representatives: two inverted repeats followed by a



20 bp conserved sequence (Figure 7). This sequence is located upstream gbhs0380 that
probably represents the first gene of the mobilization module of TnGBS1.1. Genes
similar to the four genes of this locus were identified in all TnGBS1 related ICEs. In order
to test the functionality of this putative oriTrngas1 site, we cloned a one kb fragment
encompassing this region into the non mobilizable vector pTCVerm [31] and tested for
the conjugative transfer of the resulting plasmid from NEM316 to BM110. Indeed, this
plasmid was efficiently transferred to strain BM110 demonstrating that this region
encompassed the origin of transfer (Table 5).

In TnGBS2.1 gbs1121 shows a strong conservation among all TnGBS2-like ICEs
and is homologous to the relaxase of the pheromone responsive plasmid pCF10 from
E. faecalis and pRS01 from L. lactis [32]. They all belong to the MOBp7 clade [33].
gbs1121 was shown to be essential for the transfer of TnGBS2.1 [14]. The activities of
pCF10 and pRSO1 relaxases on their cognate oriT region have been biochemically and
genetically confirmed [32]. In both plasmids the recruitment of the relaxase on the
double stranded oriT requires a small accessory protein (PcfF in pCF10 and LtrF in
pRS01). Interestingly, this protein is present and well conserved (31% and 33% identity
respectively) among all TnGBS2 related ICEs (gbs1122 in TnGBS2.1). In TnGBS2.1 an oriT
region was previously identified between the IR-R and the transposase gene [14].
However, this oriT is unrelated to the one described in pCF10, pRS101 and pC221.
Comparison of the DNA sequence upstream gbs1123 revealed a c.a. 100 bp sequence
conserved among TnGBS2-like ICEs. It is also reminiscent of the oriT of pCF10 and
pRSO1 and of other MOBp7 clade members (Figure 8). In particular, this secondary oriT
present a conserved organization with an inverted repeat upstream a short conserved
sequences (Figure 8). These conserved sequences were biochemically demonstrated to
include the nick site of the relaxase of pCF10, pRSO01 and pC221 [32] and the
corresponding position represents therefore the likely nick site for TnGBS2 (Figure 7).
The prediction of this putative second origin of transfer, prompted us to test its
functionally. The corresponding DNA region from TnGBS2.1 was cloned into pTCVerm
and the resulting plasmid was essayed for conjugative transfer from strain NEM316 to
strain BM110 (Table 5). This experiment showed that this region carries a genuine
origin of transfer that promotes the efficient transfer of pTCVerm among S. agalactiae

strains.



pTCVerm can replicate in diverse Firmicutes, in order to test whether the
restricted host range of TnGBS1.1 and TnGBS2.1 was due to restriction in the
mobilization or conjugation steps, we tested for the transfer of the two pTCVerm
derivatives carrying oriTZtnces2 and oriTtnges1 respectively to E. faecalis. For both
plasmids we observed a similar efficiency of conjugation from NEM316 to E. faecalis and
from NEM316 to the S. agalactiae strain BM110 (Table 5). This result demonstrates that
the narrow host specificity of TnGBS elements does not result from a specificity of the

conjugation machinery.

DISCUSSION

The analysis of the complete genome sequence of diverse streptococcal isolates
belonging to 44 species revealed that despite the absence of obvious cargo genes, ICEs
related to TnGBS1 and TnGBS2 represent a broad family of conjugative elements. Among
the experimentally described ICEs [13], TnGBSs are as diverse as the Tn916 family in
Firmicutes which express the tetracycline resistance gene TetM and other antibiotic
resistance genes like erm(B) and aph-A3 [34] or the SXT/R391 family from Gram
negative bacteria that express diverse antibiotic resistance genes and/or other specific
functions [35]. The absence of typical cargo genes such as antibiotic or heavy metal
resistance explains why despite the expansion of this family among streptococcal
species they were only discovered through systematic genome sequencing [36]. These
ICEs might be just parasitic elements. We have shown that, their unique specificity in
intergenic regions upstream the -35 region of canonical A dependent promoters
minimizes the fitness cost of their insertion [14]. Nevertheless, some functions encoded
by these ICEs might affect the phenotype of their host providing a selective advantage or
disadvantages under certain circumstances. In particular, the putative aggregation
proteins (Gbs0393 and Gbs1143 expressed by TnGBS1 and 2 respectively) are related to
streptococcal antigen I/II polypeptide family adhesins. In streptococci, members of this
family have been shown to be involved in host colonization, biofilm formation and
immune modulation [37,38]. Strikingly, TnGBS ICEs are underrepresented among
isolates of human origin. Among the eight sequenced human S. agalactiae isolates, only
NEM316 carries TnGBS elements and its human origin has been questioned [39]. The
recently released sequence of two bovine isolates, ATCC 13813 (NZ_AEQQ00000000)
and FSL S3-026 [40] contains two and three TnGBS ICEs, respectively. TnGBSs are



frequent among the commensal species S. oralis and S. mitis whereas they are virtually
absent from S. pneumoniae and completely absent from all S. pyogenes genomes
available. It seems therefore that despite their mobility TnGBSs are counter-selected in
human pathogenic streptococci. A possible reason might be that surface proteins
expressed by these ICEs are recognized by the human immune system and contribute to
the clearance of the pathogen.

Conjugative elements, plasmids and ICE have been shown to share numerous
features and to exchange different modules [5,13]. TnGBS ICEs express two different
conjugative modules related to conjugative plasmids. The global congruence of the
phylogenetic trees for the VirD4, VirB4 and relaxase proteins indicates the en bloc
exchange of these modules. ser/tyr recombinase dependent ICEs represent a broad
family of mobile genetic element combining diverse integrases and conjugative modules
[13]. Despite the diversity of transposases [41], this association observed in TnGBS ICEs
is rare. TnGBS elements are only associated with two types of T4SS genes. The only
other known case of such an association of a DDE transposase and a conjugative module
has been recently reported for ICE6013 of S. aureus. ICE6013 expresses an 1S30-like
transposase and carries a conjugative module similar to that of ICEBs1 [42,43].
Interestingly, it has been demonstrated that IS30 transposases from Escherichia coli can
replace the recombinase function in an experimental lambda phage system [44]. This
experiment reproduces the natural replacement observed between ICE6013 and ICEBs1
types of ICE. A shared feature of the transposase of TnGBS elements and of the IS30
family is the formation of a circular intermediate that is required for the conjugation
process [45]. However, different transposases like those from the broad 1S3/1S911
family generate such circular intermediates [46], but have not been shown to be
associated with a conjugative module to form an ICE. One could speculate that the
conversion of a plasmid to an ICE could have been frequent, resulting from the Campbell
type recombination of a plasmid at a conserved IS sequence to generate as a first step a
composite conjugative transposon [47]. As such combinations are rare, it is likely that
this association imposes additional constraints on both the transposition and the
conjugative processes.

Comparative analysis of ICEs shows that the same mobilization/conjugation
module may use different strategy for its stabilization: the replication as plasmid or the

integration into the host chromosome [5,13]. TnGBS ICEs are stably maintained



integrated into the genome as the conjugative process does not involve the excision of
the ICE which may lead to its loss as observed for ICE using a phage like integrase [48].
However, we have shown that all TnGBS ICEs encode replication proteins and that both
TnGBS1.1 and TnGBS2.1 are able to replicate in the recipient cell. Interestingly these
replication modules are similar to the replication machinery of the related conjugative
plasmids (Figure 2 and 3). We observed that accessory proteins involved in replication
control and plasmid stability are missing. Therefore the capacity to replicate was not
kept for the long-term stabilization of these ICEs and this replication is transient before
integration. Nevertheless, this replication step is probably required for the integration
to occur as a mutant of TnGBS1.1 in gbs0367 (repE like) failed to conjugate (data not
shown). The balance between the replication and transposition process should be
tightly regulated to limit the burden imposed by the ICE on its host. Although ICEs were
generally thought not to replicate, replication has been reported for different ICEs [49].
It has been recently shown that ICEBs1 replicates in the donor strains. Replication was
initiated by the ICE encoded relaxase NicK and it required the host DNA polymerase
PolC. Unlike TnGBS1.1, the replication of ICEBs1 is not required for its conjugative
transfer but contributes to its stability [50] and also probably to the spreading of the ICE
to many cells in chains after the initial conjugative transfer to one of the cells of the
chain [51]. Replication of TnGBS ICEs is different from that of ICEBs1 as it uses a typical
replication machinery of Firmicute plasmids.

Our new results allow to propose the following model for the propagation and
the stabilization of TnGBS ICEs. As an integrated form, the ICE is inactive, thus leading to
no burden for the host and it is stably transmitted to its descendants. After stochastic or
regulated formation of the circular form, the ICE might express conjugative functions
and might be efficiently transferred to a recipient cell, which would be highly proficient
to replicate and retransfer the ICE to secondary recipient bacteria. After integration into
the host genome, the ICE becomes silent again and is stably maintained.

Using conjugation assays under laboratory conditions, we have shown that
TnGBS could be efficiently transferred among S. agalactiae isolates, the efficiency of
transfer dropped in other streptococcal species and no transfer was detected in closely
related Firmicutes like Enterococcous or Lactococcus. This host specificity does not
result from a limitation of the transfer as the conjugative module of both TnGBS1 and

TnGBS2 promotes the transfer to E. faecalis of a non-mobilizable plasmid carrying their



putative oriT sites respectively. It has been shown that the host specificity of pAD1 and
pIP1017 for E. faecalis results from the specificity of the RepA_N protein [17]. The
species specificity of replication may also contribute to the host specificity of TnGBS
ICEs. Supporting this hypothesis was the observation that in the few S. gallolyticus TCs
obtained, TnGBS1.1 was inserted into the chromosome. TnGBS1.1 is probably unable to
replicate in this streptococcal species suggesting also that the transposition process in
the recipient strain required this initial replicative phase. However, this restriction may
also result from the specificity of the transposition module. Indeed, after electoporation
in E. faecalis pSU-erm::miniTnGBS2 has lost its insertion specificity upstream oA
dependent promoters and inserted with a low efficiency (data not shown). The insertion
specificity and hence the mechanism of insertion may result from a tight co-evolution of
the transposition module with the host transcription machinery leading to a drop of the
transposition efficiency in non streptococcal hosts.

By similarity to what has been shown for eukaryotic retroelements such as Ty3 in
yeast [52], we have proposed that the insertion specificity of TnGBS ICEs rely on a
specific interaction of the transposase and the a or the o subunit of the RNA polymerase
during the transcription imitation step [14]. Our comparative analysis provides further
clues on this puzzling specificity. All TnGBS elements shared a similar specificity and
among natural isolates they share some preferential sites upstream ribosomal protein-
encoding gene. However, comparison of the insertion sites targeted by TnGBS1.1 and
TnGBS2.1 revealed that the transposase together with the IR sequences targets different
promoter regions. According to a model of interaction with RNA polymerase subunits,
differences in the protein sequence of the transposase, might lead to different
interactions with the RNA polymerase during the initiation of transcription leading to
differences in preferred promoters. However, we observed striking differences between
the IRs of the two families of transposases. In particular the TAGACA sequence in the
highly conserved IR-L sequence of TnGBS1 ICE is replaced by a TACCAC in TnGBS2
related ICEs. The similarity of this sequence with the consensus of the -35 sequence
might contribute to the insertion specificity and hence to the difference of specificity
between the two ICEs.

We have shown that TnGBS2.1 promotes in S. agalactiae the conjugative transfer
of large chromosomal regions of up to more than 300 kb and contributes to shaping the

genomic diversity of this species [7]. The discovery of TnGBS ICEs in half of the



streptococcal species led us to speculate that they may similarly contribute to the
evolution of these species by initiating HfR transfer of chromosomal DNA. In particular
the discovery of such ICEs in the mitis group and in one pneumococcal isolate poses the
question of their possible role in chromosomal exchanges in this group of great clinical
importance. This intriguing family of ICEs has been identified by analyzing complete
genome sequences. It is likely that other families of ICEs remain to be discovered that

might have similarly an important role in bacterial evolution and biology.

MATERIALS and METHODS

Bacterial strains and growth conditions. Bacterial strains used in this work are listed
in table S1. Conjugation assays were performed by using strain GMP201 and GMP205 as
donor strains and strains BM110, BM110RF and A909RF as recipient strains.
Escherichia coli strain DH5a (Invitrogen) was used for subcloning. S. agalactiae was
grown in Todd-Hewitt (TH) broth or agar (Difco Laboratories, Detroit, MI) and E. coli in
Luria-Bertani medium. Antibiotics were used at the following concentrations: for E. coli
- ampicillin, 100 mg I'1; erythromycin, 150 mg.l?; for S. agalactiae - erythromycin,

10 mg.l'1; rifampicin, 100 mg.l-1; fusidic acid, 10 mg.l'1; tetracycline, 10 mg.I-1.

General DNA techniques and sequencing. Plasmid DNA was prepared by alkaline lysis
using the Qiagen Miniprep plasmid kit and genomic DNA was extracted using the Qiagen
DNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany). The oligonucleotide primers used for PCR
reactions were designed with Primer3 software (http://primer3.sourceforge.net). To
determine insertion sites of TnGBSs and of derived recombinant transposons,
sequencing reactions were directly performed on genomic DNA. Complete genome
sequences were determined by using the Illumina technology (GAIIX). The 36
nucleotides reads were assembled by using the Velvet software [53]. Contigs
corresponding to TnGBSs elements were identified by BLASTN and TBLASTN searches
with the sequences of TnGBS1.1 and TnGBS2.1 and the sequences of the proteins
encoded by these two ICEs as queries respectively. Sequences between contigs were
determined by Sanger sequencing after PCR amplification of the corresponding regions.
The four newly identified ICEs were annotated manually by similarity with TnGBS2.1

and submitted to EMBL (accession number pending).



Plasmid and strain construction: Oligonucleotides used in this work are listed in table
S2. Mobilization plasmids carrying the putative oriT regions of TnGBS1.1 and TnGBS2.1
are derived from the non mobilizable broad spectrum vector pTCVerm [31]. The
TnGBS1.1 and TnGBS2.1 oriT regions were amplified by PCR by using the pairs of primer
0-3 / 0-4 and O-5 / 0-6 respecitvely. The PCR products were subsequently cloned into
pTCVerm after digestion of the vector and of the inserts by EcoRl and BamHI. For pSU-
erm::MiniTnGBS1 construction, a fragment containing both IRs and gbs0410 (the
transposase gene of TnGBS1.1) was amplified from TnGBS1.1 circular forms and by
using the oligonucleotide pair O-1 / O-2. The Pstl-BamH1 amplimer was cloned into the
pSU18-erm plasmid. pSU18-erm was obtained by cloning the Tn1545 erythromycin
resistance gene [54] into the pACYCY184 derivative pSU18 [55]. pSU-erm::MiniTnGBS2
was constructed by cloning the HindIII - Sall DNA fragment from pMUTIN::MiniTnGBS2
[14] and encompassing the transposase gene and the two IRs into the pSU18-erm vector.
The resulting plasmids are unable to replicate in S. agalactiae. The constructed plasmids
were verified by sequencing and introduced into S. agalactiae strains by electroporation
using electrocompetent cells prepared as previously described [56].

Strain GMP205 is a derivative of S. agalactiae strains A909 RF carrying a
TnGBS1.1 with an inserted copy of pSU-erm:MiniTnGBS2 in the gbs0398 - gbs0399
intergenic region. The insertion of the pSU derivative was obtained through a mating
experiment between a NEM316 derivative carrying a pSU-erm::MiniTnGBSZ2 inserted
into the core genome and strain BM110. TnGBS1::erm was subsequently transferred by
conjugation to strain A909RF and the insertion of the ICE into the chromosome was
obtained after several passages on TH plates supplemented with erythromycin. The
insert position of TnGBS1.1 in strain GMP205 upstream rps/ was identified by direct

sequencing on chromosomal DNA.

Bacterial conjugations. The donor and the recipient strains were mixed together on a
3 mm hydrophobic edge membrane filter (Millipore, Billerica, MA) with a donor-to-
recipient ratio of 1:1. Plates were incubated overnight at 37°C. The bacterial cells were
resuspended in TH broth and spread on TH agar plates containing appropriate
antibiotics. To quantify conjugative transfer efficiency, dilutions were plated on TH

media containing antibiotics for the selection of transposon-containing donor cells. The



frequency of transfer was determined by dividing the number of TCs by the number of

donor cells. All conjugation assays were performed in triplicates.

Quantitative PCR. Circular forms of TnGBS1.1 and TnGBS2.1 were quantified by
comparing the amount of circular ICE DNA (primer pairs 0-11 / 0-12 and 0-19 / 0-20
amplifying the coupling sequence of TnGBS1.1 and TnGBS2.1 respectively) with the
amount of circular and integrated forms of the ICE (primers 0-13 / 0-14 and 0-21 / 0-22
located in the transposase gene of TnGBS1.1 and TnGBS2.1 respectively). The relative
quantity of specific DNA was normalized by the relative amplification of the two primer
pairs using pSU::MiniTnGBS1 and pMutin::MiniTnGBSZ as a template in which these two
regions are in equal amounts and by the using the polA gene as control (primers 0-17 /
0-18). DNA fragments were amplified with the ABI PRISM 7900 SDS system and SYBR
Green PCR kits (Applied Biosystems, Foster City, USA). All measurements were

performed at least in duplicate.

Phylogenetic Analysis For phylogenetic reconstruction all protein sequences, except
the TnGBS sequences obtained in this work, were retrieved by BLASTP from the NCBI nr
protein database using proteins of the TnGBS1.1 or TnGBS2.1 prototype as query. The
different orthologous proteins were aligned using the MUSCLE algorithm [57] and
blocks of poorly aligned positions and divergent regions of the alignment were removed
using the Gblock tool (Improvement of phylogenies after removing divergent and
ambiguously aligned blocks from protein sequence alignments). Maximum likelihood
(ML) using PyML on the phylogeny.fr platform [58] was used to infer phylogenetic
relationships. Prior to ML analysis, a protein substitution model for each dataset was
selected using Prottest3 and the Akaike information criterion [59]. ML bootstrap

support was determined using 100 bootstrap replicates.
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Figure legends

Figure 1. Distribution of ICEs of the TnGBS family among streptococci. Streptococcal
species are represented according to the phylogenetic tree inferred from comparison of
the RecN protein sequences using the neighbor-joining method. Bar, 0.01 changes per
amino acid position. Bootstrap values higher than 50 (from 100 replicates) are indicated.
Numbers in parentheses indicate, for species with at least one ICE identified, the number
of genomes containing at least one TnGBS ICE versus the number of genomes sequenced
available at the NCBI. The * indicates that S. dysgalactiae subsp. equisimilis elements are

non conjugative.

Figure 2. Distribution of conserved proteins among TnGBS1-like ICEs and related
conjugative plasmids. TnGBS1.1 of strain NEM316 was used as a reference. A filled box
indicates the presence of a gene expressing a similar protein. The intensity of the blue
corresponds to the % of identities according to the indicacted scale. For related plasmids
the presence of a gene coding for a similar protein or a protein showing a similar domain
is indicated by a grey box. Boxes marked with a white star correspond to genes with a
frameshift mutation or a sequencing error. The gene encoding the DDE transposase and
genes coding for protein belonging to the mobilization and DNA processing, T4SS,
replication, and surface adhesion are respectively boxed in red, orange, green, yellow and
purple. ICE accession numbers are indicated in Table 1. Plasmid accession numbers are:
pMP118, NC_007930; pAW63, NC_010599; pFR55, NC_010283; pHTf, AB183714; pMG1,
NC_011364.

Figure 3. Distribution of conserved proteins among TnGBS2-like ICEs and related
conjugative plasmids and ICEs depending on a phage like integrase. TnGBS2.1 of strain
NEM316 was used as reference. A filled box indicates the presence of a gene expressing a
similar protein. The intensity of the blue corresponds to the % of identities. For plasmids
and ICEs the presence of a gene coding a similar protein or a protein showing a similar
domain is indicated by a grey box. Boxes marked with a white star correspond to genes
with a frame shift mutation or a sequencing error. The gene encoding the DDE
transposase and genes coding for proteins belonging to the mobilization and DNA
processing, T4SS, replication, and surface adhesion are respectively boxed in red, orange,

green, yellow and purple. TnGBS2 related ICE accession numbers are indicated in Table



1. Plasmid and ICE accession numbers are: pTEF2, NC_004671.1; pCF10, AY855841.2; Sex
factor; pIL6, HMO021331.1; Tn5253, EU351020.1; ICESde3396, EU142041; 89K
pathogenicity island of S. suis, EU589333.1; pBD-II.

Figure 4. Phylogeny of the TnGBS ICE transposases. Maximum likelihood (ML) using
PyML on the phylogeny.fr platform [58] was used to infer phylogenetic relationships. ML
bootstrap support was determined using 100 bootstrap replicates. Only bootstrap values
higher than 50 are indicated. The sequence of the transposases of L. crispatus, L.
helveticus and B. coagulans 1Ss were used as outgroup. The names correspond to the ICE

name given in Table 1. Stars indicate TnGBS?2 like ICE expressing a ParA homolog

Figure 5. Alignment of the IR-R and IR-L of TnGBS ICEs. IR Sequences were aligned by
using CLUSTALW [60] and the Logo generated by using the WebLogo web site [61]. ICE
names are according to Table 1. Conserved bases are indicated in blue and non conserved

ones in red. Bases marked by a star are complementary in IR-L and IR-R.

Figure 6. Putative origin of replication of TnGBS1.1 and TnGBS2.1. A The putative origin
of replication located with the repA homolog ORF of TnGBS2.1 was aligned with the origin
of replication of S. aureus plasmid pSK41 and with similar sequences identified in
TnSsang2.1 and TnS.oral2.1 repA homologs. The repeated sequences are indicated in four
different colors. Non-conserved bases are indicated in grey. B. The putative origin of
replication located downstream TnGBS1.1 repE homolog was aligned with validated or
hypothetical origins of replication of Gram-positive plasmids. Conserved residues are in
red and the conserved C that corresponds to the initiation of replication is marked by an

arrow.

Figure 7. TnGBS1.1 oriT region. The predicted origin of transfer to TnGBS1.1 located
upstream ghs0380 was aligned with validated or hypothetical oriT sites of Gram-positive
plasmids. The two inverted repeats are shown in green and blue respectively, the

conserved sequence in bold.

Figure 8. TnGBS2.1 oriT region. The conserved parts of the predicted origin of transfer of
selected TnGBS2-like ICEs located upstream gbs1121 in TnGBS2.1 were aligned with the



validated or hypothetical oriT sites of Gram-positive plasmids and ICEs. The inverted
repeat is indicated in blue and the conserved sequence that includes the nick site in bold.

Demonstrated nick sites in pC221, pRS01 and pCF10 are indicated by a small arrow.

Figure S1: Diversity of TnGBS1 related ICE. The gene encoding the DDE transposase is
colored in red. The genes coding for proteins belonging to the mobilization and DNA
processing, T4SS formation, replication, and surface adhesion are respectively colored in
orange, green, yellow and purple. The genes coding proteins with a VirD4, VirB4 and
VirB6 domain are indicated in bright green. The gene encoding the relaxase and a protein

with a ClpA domain are colored in dark orange, and brown respectively.

Figure S2: Diversity of TnGBS2 related ICE. The gene encoding the DDE transposase is
colored in red. The genes coding for protein belonging to the mobilization and DNA
processing, T4SS formation, replication, and surface adhesion are respectively colored in
orange, green, yellow and purple. The genes coding proteins with VirD4, VirB4 and VirBé6
domain are indicated in bright green. The gene encoding the relaxase is colored in dark

orange.

Figure S3: TnGBS1 and the integrative plasmid pSU18::erm-miniTnGBS1. A. circular form
and B. inserted form of the non replicative plasmid pSU18::erm-miniTnGBS1. C schematic
representation of the circular and D. inserted copy of TnGBS1.1. Genes, the pACYC184
origin of replication and inverted repeats (IRs) are indicated by arrows. The DNA
fragment in pSU18::erm-miniTnGBS1 originating from TnGBS1.1 is in orange.
Oligonucleotides used for detection and quantification of the circular form by Q-PCR are
indicated by small arrows. 0-11, 0-12 to quantify the circular form and 0-13, 0-14 to
quantify gb0410.

Figure S4. DNA sequences of the insertion sites of TnGBSI and pSU18erm::MiniTnGBS1.
gbs numbers correspond to the nomenclature of the orthologous genes in strains
NEM316. Numbers of identified insertions per site are indicated on the right for 16
BM110 TCs and 61 and 23 pSU18erm::MiniTnGBS1 transformants in NEM316 and in
BM110 respectively. Blue letters represent the right extremity of the transposable



element (IR-R); Underlined letters, the sequence duplicated after insertion (DR); Red

letters, putative -35 and -10 elements; Purple letters, putative extended -10 region.

Figure S5: Phylogeny of TnGBS1 related conjugative module. Maximum likelihood (ML)
using PyML on the phylogeny.fr platform [58] was used to infer phylogenetic
relationships. A relaxase, B VirB4 and C VirD4 proteins.

Figure S6: Phylogeny of TnGBS2 related conjugative module. Maximum likelihood (ML)
using PyML on the phylogeny.fr platform [58] was used to infer phylogenetic
relationships. A relaxase, B VirB4 and C VirD4 proteins



Table 1. Transfer efficiencies of TnGBS1.1 and TnGBS2.1 according to different recipient
strains

ITransfer Efficiency

Recipient species

TnGBS1 TnGBS2
S. agalactiae BM110 7.2.1052(1.4) 2.4.105(2.5)
S. gallolyticus UCN34 30.5.10° 7.108 (5.9)
S. thermophilus LMD9 AND ND
E. faecalis JH2-2 ND ND

ITransfer efficiency corresponds to the number of TCs per recipient bacteria. *the
standard deviation is given in parenthesis; 3this value correspond to a single TC per
conjugation, 4ND means that no TCs were obtained
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Table 3. sequences of the coupling sequence in BM110 transconjugants

Target gene 23TnGBS2 *TnGBS1
*gbs1117 108 (CATTTAAA) 171 (CCATTTAAA)

nrdF 2 (ATTTTTCAA) 3 (TTTTTCAA)

gbs1262 1 (TTATAACGC)

Unknwon 1 (GATTTTTAAA)

>rpsJ 151 (AAATAAA)

1Gene names correspond to NEM316 nomenclature. 2sequence of the
coupling sequence is given in parenthesis. 3two independent TCs were
analyzed for TnGBS2.1; *gbs1117 corresponds to the insertion site of
TnGBS2.1 in the donor strain. >rps/ corresponds to the insertion site of
TnGBS1.1 in the donor strain.



Table 4. Quantification of the ICE circular form and transfer efficiency

Donor Recipient Transfer Circular form / Efficiency/
efficiency TnGBS Circular form

TnGBS2
GMP201 BM110 2.107(0.7)  810-4(0.3) 0.025
TCBM110 BM110RF  3.110°(2.5) 2.610%(0.78) 0.08
TCBM110p BM110RF  3.5107(1.3) “ND -
TnGBS1
GMP205 BM110 7.210°(1.7) 6.9107%(2.4) 1103
TCBM110 BMI110RF  1.610%(0.7) 1.1(0.1) 0.145
TCBM110p BMI110RF  9.110° ND -

INumber of TCs per donor cell; 2a TC directly after conjugation; 3a TC
after seven passages; ‘not determined



Table 5: TnGBS1.1 and TnGBS2.1 oriT site: mobilization efficiency of
pTCV-erm derivatives

Recipient strain

Donor strain and Plasmid
S. agalactiae

BM110 E. faecalis JH2-2
NEM316 pTCV-ermQoriTtneas1 1.7 .10-5 (0.81) 1.5.10°
NEM316 pTCV-ermQoriTtncasz 2.2.10%(0.3) 6.1.10-°
NEM316 pTCV-erm 7.2.10° (2.6) ND

ND means that no tranconjugant were obtained, with the detection limit
of 10-10 under the experimental conditions we have used.



Table S1. Bacterial strains and plasmids
conjugation assays.

used for cloning and

Strains and

Relevant genotype and
resistance profile 2 or

Reference or source

plasmids characteristics
E. coli
DH5a Invitrogen
S. agalactiae
NEM316 [solated from neonate blood [36]
culture
WC3/UK21 Blood, EOD [62]
1122 Bovine origin [63]
2584 Bovine origin [63]
CZ183 Bovine origin [39]
GMP201 Erm; NEM316-TnGBS2::erm [14]
GMP205 Erm; A909RF-TnGBS1::erm This work
BM110 Tet; Isolated from neonate [64]
blood culture
BM110 RF  BM110 spontaneous mutant This work
for Rif and Fus
A909RF A909 spontaneous mutant for [36]
Rif and Fus
Plasmids
pSU18 Cm, pACYC184 derivative [55]
pS18erm Cm, ery This work
pTCVerm Erm, Km; oriR pACYC184, [31]
oriRpAMb1

a2 Amp, Erm, Fus, Rif, Tet, are resistance to ampicillin, erythromycin,
fusidic acid, rifampicin, and tetracycline, respectively.



Table S2: Oligonucleotides used in this study

Name  Sequence5'=>3' Application

0-1 AAACTGCAGGGCTCCCTTCTTCATGAGATT pSU18::miniT

0-2 CGCGGATCCGATTGAGCGAAAGAGGTAGGG

0-3 CGGAATTCCGGTAAACTCTATGTTCAGATACAATTG Cloning TnGBS1.1 oriT region
0-4 CGGGATCCCGATGGTCCGATGTCAATTTC Cloning TnGBS1.1 oriT region
0-5 CTGAAAGAATTCTAATGACCTACTTATTTGAG Cloning TnGBS2.1 oriT region
0-6 ACACAGGATCCCTTATTAAGTATTTGACAGTC Cloning TnGBS2.1 oriT region
0-7 GCTTAGTTCTAATGATCCTTATA Insertion upstream rpsJ

0-8 GATGTCTACCAAACGTTTGTG Insertion upstream rpsJ

0-9 CGTTTATGGACTAACTTATTTGT Insertion upstream ghs0411
0-10 GTTTTTCCCAATCCATCAACAA Insertion upstream ghs0411
0-11  ACTGTCAAGGGCTGAGCAAG (Cl'_r;glsr form of TnGB51.1 and
0-12  TTTCTCCGTTCTCCCCATAA (Cl'_r;g';" form of TnGBS1.1 and
0-13 GGGAGCTGAGACGATGAGTC Q-PCR, quantification ghbs0410
0-14 CCGACCAAGTGTCTGGAGAT Q-PCR, quantification ghbs0410
0-17 GGAACATTATGAAGCCGATGA Q-PCR, quantification polA
0-18 TCAAACTCAGCAACTCCCTTT Q-PCR, quantification polA

Q-PCR, quantification circular
form TnGBS2.1

Q-PCR, quantification circular
form TnGBS2.1

0-21 TGAGGATAGTGGTTCACGACA Q-PCR, quantification gbs1118
0-22 AATCCTGCTGGAGCGTATTG Q-PCR, quantification gbs1118

0-19 CGATTTTCTCGTTCTCTTAAGCTAT

0-20 CGTTCTCTTAGGCGACAAGG




Figure 1

Streptococcus sp. M143
S. mitis (211)

57

54
S. oralis (2/4)
Streptococcus sp. C300

S. pneumoniae (1/129)
S. pseudopneumoniae
Streptococcus sp. M334

S. peroris

S. infantis (3/5)

99 100 S. parasanguinis
{ S. australis
S. constellatus (111)
100 [S. anginosus (2/3)
S. gordonii str. Challis
Streptococcus sp. 2 1 36FAA  (111)

| 100

100

Streptococcus sp. oral taxon 056
S. cristatus

S. sobrinus (10/47)

S. sanguinis (5/22)
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100
100

S. suis (1/15)
Ij S. criceti
100 S. downei
100 S. mutans

S. macacae

S. thermophilus

S. salivarius

S. vestibularis
Streptococcus sp. C150
S. agalactiae (3/10)

5 S. equinus
= S. infantarius (11)
63 S. gallolyticus (3/4)
% S. pasteurianus (1/1)
S. bovis

100 I:S. porcinus
56 S. pseudoporcinus

~{89 ——  S. uberis
S. parauberis

S. ictaluri (11)
S. urinalis (11)

Streptococcus sp. oral taxon 071 (1/1)

00 93 1 S. dysgalactiae subsp. equisimilis
100 PS. pyogenes

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae

S. equi subsp. equi
50 100 100 [S. equi subsp. zooepidemicus

(3/3)*

(1/4)
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100 1 ThSmit2.2 *

TnsSmit2.1

TnSang1.1 -

TnSuri1.1

TnGBS1.1
TnSgallo1.1

TnSpx1.1

TnGBS1.3 TnGBS1 - like

TnSinf1.2

100 TnSinf1.1

TnSsporal1.1

60 TnSpneum1.1

TnGBS1.4 N
100 TnScons2.1

TnSsang2.2

— llotXll SAG 2603V/R
100, TnGBS2.2*

mﬁTnGBSZE*

TnSinfanta2.1*

100 TnSgallo2.3
H AETnSgaIIOZ.Z
84| |66 — TnSgallo2.1

TnSoral2.1
84 100 TnSsporal2.1
s TnSoral2.2™
52 TnSsang2.1 *
100 ThGBS2.7
TnGBS2.1
TnSz002.1
oo TnSang2.1
TnGBS2.4
TnSict2.1
TnGBS2.3
TnSdys
TnSdys2.1
"L TnSdys2.2
—— TnSsui2.1
100 r TnGBS2.6
TnSpast
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59 TNSpx2.1 * "
TnSsang1.1 .
100 [ TnSsang2.3 .
TnSsang2.4
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I: IS Lactobacillus crispatus CTV-05
— 100 IS Lactobacillus helveticus DPC 4571
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IR-R IR-L

TnGBS1.4 GTATGCGGTAGAATTTTTTAGAAT----ATTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnSpneul.l GTATGCGGTAGAATTTTTTAGAAT----TTTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnSinfl.1 GTATGCGGTAGAATTTTTTAGAAC----TTTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnSinfl.2 GTATGCGGTAGATTTTTTTAGAAC----TTTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnSsptaxorall.l GTATGCGGTAGAATTTTCTAGAAC----TTTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnGBS1.1 GTATGTGGTAGAATTTTTTAGAAT----ATTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnGBS1.2 GTATGTGGTAGAATTTTTTAGAAT----TTTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnGBS1.3 GTATGTGGTAGAATTTTTTAGAAT----ATTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnSspX1l.1 GTATGTGGTAGAATTTTTTAGAAA----TTTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnSuril.1l GTATGTGGAAGAATTTTTTAGAAT----ATTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnSgallol.1l GTATGTGGTAAAATTTTTTAGAAT----ATTCTAAAAACTCTTACCACTTAC
TnSangl.1 GAATGTGGTAAACTTTTGTAGAAA----ATTCTACAAACTCTTACCACTTAG

IRs TnaBs1 like consensus (,TATG<00TABAZTTTT+TAGAA.

+TTGTARARACTCTTAGCACTTAC

*kk*k kkkh*kk*k * kkkkhkkkk*k kkhkkkhkkikki*k * *kkhkkh*k k*k%

TnSoral2.1 GTTTGTGTCTAAATTTTTGGGAAT----TTTCCCAAAACTCTAGACACTTAG
TnSoral2.2 GTTTGTGTCTAAATTTTTGGGAAT----TTTCCCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSsptaxoral2.1 GTTTGTGTCTAAATTTTTGGGAAT----TTTCCCAAAACTCTAGACACTTAG
TnSsang2.1l GTTTGTGTCTAAATTTTTGGGAAT----TTTCCCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSsui2.1] GTTTGTGTCTAAATTTTTGGGAAA----TTTCCCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSict2.1 GTATGTGTCTAAATTTCTGGGAAA----TTTCCCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSict2.2 GTATGTGTCTAAATTTCTGGGAAA----TTTCCCAAAACTCTAGACACTTAC
TnGBS2.1 GTATGTGTCTGAATTTTTGGGAAT----TTTCCCGAAACTCTAGACACTTAC
TnGBS2.7 GTATGTGTCTGAATTTTTGGGAAT----TTTCCCGAAACTCTAGACACTTAC
TnGBS2.3 GTATGTGTCTGAATTTTCGGGAAA----TTTCCCGAAACTCTAGACACTTAC
TnGBS2.4 GTTTGTGTCTGAATTTTTGGGAAA----TTTCCCGAAATTCTAGACACTTAC
TnSang2.1 GTTTGTGTCTAAATTTTTGGGAAA----TTTCCCGAAACTCTAGACACTTAC
TnSgallo2.1 GTATGTGTCTTTTTTTCTGGGAAT----TTTCCCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSgallo2.3 GTATGTGTCTTTTTTTCTGGGAAT----TTTCCCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSgallo2.2 GTATGTGTCTTTTTTTCTGGGAAA----TTTCCCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSsang2.2 GTATGTGTCTGAATTTTTGAGAAG----TTTCTCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSsang2.5 GTATGTGTCTGAATTTTTGAGAAG----TTTCTCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSsang2.6 GTATGTGTCTGAATTTTTGAGAAG----TTTCTCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSsang2.3 GTATGTGTCTCAATTTTTGAGAAG----TTTCTCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSsang2.4 GTATGTGTCTCAATTTTTGAGAAG----TTTCTCAAAACTCTAGACACTTAC
TnGBS2.2 GTTTGTGTCTATTTTTTTGAGAAT----ATTCTCAAAAATCTATACACTTAC
TnGBS2.5 GTTTGTGTCTATTTTTTTGAGAAT----ATTCTCAAAAATCTATACACTTAC
TnSinfanta2.1 GTTTGTGTCTATTTTTTTGAGAAT----ATTCTCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSmit2.1 GTATGTGTCGCGATTTTTGAGAAA----TTTCTCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSsob2.1 GTATGTGTCTTATTTTTTGAGAAT----TTTCTCAAAACTCTAGACACTTAC
TnSzo002.1 GTATGTGTCTCAATTTTTGTGAAG----TTTCACAAAACTCTAGACACTTAC
TnGBS2.6 GAATGTGTATATTTTTTTGAGAAA----ATTCTCAAAACTTTATACACTTAC
TnScons2.1 GAATGTGTCTGTTTTTGGGAGAAA----ATTCTCCCAATTTGGGACACATAC
2603V/R SAG1l237 GTATGTGTCTGAAATTTTGAGATT----—-—-———————————————————-—

ws Tags2 ke consensus (T 01GT0T salT+1G0AA.

*kkk kkkkk*k kkhkkkkkkk*%

7110sCaAAACTCTACACAGTTAC

*kkhkkkkkkkk * kkkkkk k%%

Figure 5
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Targeted promoter

gbs0057 - rpsJ
gbs0104 - pyrF
gbs0125 - rpsL
gbs0154 - tyrS
gbs0156 ribD
gbs0258 - glyQ
gbs0301 gmk
gbs0353
gbs0411
gbs0443 - rnpA
gbs0494
gbs0553 - pyrD
gbs0615
gbs0767 ribD
gbs0772
gbs0809
gbs0838
gbs0842

gbs0910-gbs0911

gbs0968
gbs1031
gbs1082 - pyrF
gbs1111

gss1118-gbs1117

gbs1223
gbs1232
gbs1308 scpB
gbs1314 int
gbs1385 ribD
gbs1468 rpoB
gbs1497 dnaG
gbs1499 rpsU
gbs1626 tmk
gbs1637 cspR
gbs1638
gbs1650
gbs1662
gbs1681
gbs1691
gbs1724 aroD
gbs1739 efp
gbs1776
gbs1777 - glpF
gbs1799
gbs1814 - rpsL
gbs1835 - dItR
gbs1836 - romH
gbs1849
gbs1928 - relA
gbs2022
gbs2033
gbs2101 - gidA
rRNA 5S
rRNA 16S
tRNA thr

tRNA cys

Insertion site

pSU::MiniTnGBS1
NEM316

TC
BM110 BM110

Total

ACATACAATAAAAAAATAATGCTTGCGTGTGCTGTTTTTTTTTGATATCATATACTGG

ACATACTTTTTGCATAAAAACTTTGTAAAACGTTTTAAATTATGGTAAACTAAACTGT

ACATACATTTTCAGTAAAAAACTAGCATTTTTTATAGAATTGTGCTAGAATTAACATG

ACATACTCAGATTTAATATAACTTGCATATCCTAAAGAGTTTTGATATAGTTGACATT

ACATACTCAAGAGAATAGAACTTGATTTATTGGTAAAAATAAGTTATAATGTATGTAA

ACATACAGAATAAGATAAATAGTAGACATAAAAGTCATTTTTTGTTATACTGTCTCAG

ACATACAAAATAATAGGAGACCTTGAAAAAAAGGTTTCTTTTTGTTAAACTAATGAGA

ACATACCAGAATCAGCAAACTGTTGGAAGACAGAGATATTTCTGGTATAATATCTCTA

ACATACAAAATAAAGAAGATGATTGACTAAAGCCTATAAAACAAGTAAAATAAGAGGAA
ACATACTAACATTAGAAAAGAATTGAGTCTTTTAGGTTATTTATGGTATAATAAAACCA
ACATACCGATGTAGAAAGTGACTTTACTTATTTTTAAAAAACTGGTATAGTTTTATTTG
ACATACCATTATCATTATTTTCTTGCAGCTCTATTAATCAAGTGATAAAATAGTAAAAA
ACATACCCATATATGATATCGCTTTCATTCTTATGTTTTTTGTGATAAACTAATTAAAG
ACATACAAACACATTATTTTTATTGACAAATAAAAATGAGTTTAGTAAAATAACTGTCA
ACATACATAGACTTTTCACCATTTGAAAATAAGGGTAGAAAAAGGTATAATTAACAATT
ACATACAGTTTATTGAAAGCGCTTGACAAGATTAGTAAGAAATGATAAAATTAAGACGT
ACATACGTTAGAAATAAAACACTTGCTTTTTCCATTCTTTTTTTATATGCTATTACCAT
ACATACAGAAATTAATTATAGGTATTTTTAGTCTAATTATTATAGCGATTCTTGCTTGG
ACATACTTTTAAAAGCATTATCTTTATCTTTCATCTGTTATTTGTTAAAATATCCTAAA
ACATACAAAATGTCTATTTAAATAGACATTTTTATTTTTGTCTGCTATAATAGACAAAA
ACATACTAAATTGGAAAAAAGATAGTCAAACTCTTTAATTTTTTGTATAATAGTCTCTA
ACATACATAATTTAGTATTTATTTGACAAAATGATTGTAAACTTGTAGAATACCTACAA
ACATACGCCATTGAAAACAGTGTGTACTTTTTCACAACATTATGTTACAATGATGCCCA
ACATACTTCCTTTGCTTCAGTCTTGACCCTATTGCGGTTTTTATGCTACAATACTGTTT
ACATACATATCAGTTTAGTTAGTTGACAATAATAATAATATAATATAAAATGAAGATAA
ACATACATTATTCATCTTATTTTTGCGATTTCAATAGTGATATGGTATATTTAAAGTAA
ACATACTTTTGCATGTTTTAACTTGCATTAAATCTTCTAAAGTAGTATAATTATATTAA
ACATACCAAAGTTTGAAGAAACTAGTAATTCTACAAATAATTTGGTAAAATTGAGGAAA
ACATACAAGTCTTGTTTCTCACTAGAATATCTTTTAAAAATCTGATAAAATAAGACTTT
ACATACAAAGACTAAGATTACTTAGTCTTTTTTTCATGAAAATGATATAATAAAGTCAT
ACATACAAGCTTTTGAAAAAATTTACACAGAAAAGAAAAAATGATATAATCAAATGTAA
ACATACAAGTATCATAAAAATATTGACAATCTGCTTTTATTTGGGTATCCTAGTAAGTG
ACATACACAATCAAGTTGTGGGTGTCTTTTTTTGATAAATTTTGATAGAATAGTAGTAA
ACATACAAAACTCATGAATAGGTTGACTTTGTAGACTGAAGTGCTATAATAGTGTCAAC
ACATACAATAACACAGATAAACTTGTGACAAGCCCTAAATTAGGTTATAATTAACCTTT
ACATACTTTTGTTTACATATATTTGTAAACTCTTTCTTTTTTTGCTATAATGAGTCATG
ACATACCATTGTCAAAGTTTTGTTGATTTTATAGACTATTTAAGATATAATTGCCTGTG
ACATACCTTCTTGTCAATAAGGTTTCAAATCAGCTTGAAATATGATAAAATAAAACAGA
ACATACATTTCCATTTTACCAATTGCTATCAAAGTGCTATAATAATAGAGTTAAAATTA
ACATACTAAATTACATACTCTCTTTTTAATTGAGTCAGTTTTTGGTAAAATGAACTGAA
ACATACCAAATCAATAAACTATTTGAGAAAGCAGGTTATTTGTGATAAAATGAGTTGAT
ACATACATACCATAAAGTCAAATTGACAGTTTCACTATTTTTTTGTAGACTGGATATTA
ACATACTTATTTTGTGATAAGCTTTACAATATTAAGCTTACTTGGTAGAATGGTTAATG
ACATACCATAATATCAAAACGCTTGTTTTGATATTTTTTATTTGGTATAATAATTGAAT
ACATACTAAAAGTAATAAAAGCTTGACACATCATGTGTAAAATGATACTATGATAAACG
ACATACATAATGCGGAAATTCGTAGACAAATAGCCCCTATTTTTGTTAAAATATGAGGA
ACATACAACTTGAAAGTATTTCTTGACAAGAGGCCTAAAATTGTTATAAAATAGTATGG
ACATACCCAATAAGAACACTTATTTTCATTTTTCTTATTAAATGATATAATACGGATAA
ACATACTTGAGCCTCTAACTTCTTTTATTTTTAGGTTAAAAAGTGATAAAATAGGTACA
ACATACTTGAAATCGGATTATGGTTTCAATCCTTTTTTCGTTTTGTTATAATAGAAAAA
ACATACAAATCAAATTTAACTATTGACAATTATTTTTAAATGACGTAAACTTATAGGCA
ACATACAGCCTATCCCCTCTGGTTGACTTTTAAAAGATAAATGCTAAAATAAATTTAAC
ACATACTATCCAAAAAGAGATATTGACAACGTTACGGTTTCTTGTTAGACTATAGATAT
ACATACACTTAAAAAAAAGTAGTTGACAAAGCAGAATAAGTTTGCTAGAATATAGAAGT
ACATACATTTCTCCAAATAGAATTAGACTAAAAAAAACGGCTATTTTTCTAAGTAAAGA
ACATACATTTTACGAAAGAGGCTTGACGAATCTTTTTTTTTTCGATAGAATATTATCTG
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3. Données complémentaires de I'étude de la diversité des ICEs de la
familleTnGBS.

Les données acquises jusqu'a présent, sur le processus de conjugaison des TnGBS,
indiquent qu'au cours de ce processus, I'ICE passe par une succession d'états. Il est tout d'abord
présent sous forme intégrée dans la bactérie donatrice, puis il s'excise et produit une forme
circulaire. C'est cette forme circulaire qui va étre reconnue par l'appareil de conjugaison et qui va
étre transférée dans la bactérie réceptrice. Une fois transféré a la bactérie réceptrice, I'ICE se re-
circularise, se maintient pendant un moment par réplications puis s'intégre. A chacun de ces états
doit correspondre un profil d'expression particulier. Je me suis alors intéressée aux niveaux
d'expressions des genes de TnGBS?2 dans la souche NEM316. L'analyse du niveau d'expressions
de TnGBS2 m'a permis d'identifier des protéines et des petits ARNs potentiellement impliqués

dans la régulation du processus de conjugaison des TnGBS.

a) Expression des génes de TnGBS1 et TnGBS2 dans la bactérie
donatrice

1C0000,00

10000,00 -7

1000,00

100,00

10,00 -

LA o e R RN R R RN R AR

Figure 26: Expression des génes de TnGBS2, analysée par microarrays, dans NEM316
Cette image représente en ordonnée les intensités de fluorescence observées pour les différentes sondes
localisées au niveau de TnGBS?2.

Pour avoir accés au niveau d'expression des génes codés par TnGBS2, je me suis basée
sur les intensités obtenues avec les sondes correspondantes a ces génes, dans les expériences de

microarrays. L'analyse, de 12 expériences transcriptomiques différentes réalisées dans la souche
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sauvage NEM316, révele que les intensités observées pour les sondes correspondantes aux
différents génes de TnGBS2 sont en général proches du bruit de fond, suggérant que la majorité
des geénes de TnGBS2 sont peu exprimés dans la souche NEM316 (Figure 26). Cette expression
faible des génes de TnGBS2 permet probablement de limiter l'impact de TnGBS2 sur la
machinerie de transcription et de traduction de son hdte. Parmi les sondes dont l'intensité est
supérieure au bruit de fond, on peut noter trois sondes correspondant au géne gbs/ 141 et une
sonde intergénique située entre gbhs/138 et ghs1139. Le géne gbsl141 code pour une protéine de
fonction inconnue, de 161 AA et présentant deux segments transmembranaires prédits par le
programme TopPred [378, 379]. Cette protéine n’est pas conservée de maniere uniforme au sein
des ¢éléments apparentés a TnGBS2 (Figure 27). Néanmoins, son expression a un niveau plus
élevé que le reste du transposon, et sa conservation au sein de certains ICEs apparentés, nous ont
conduit a émettre 1'hypothese qu’elle pourrait étre impliquée dans la régulation du processus de
conjugaison, par exemple dans I'immunité de conjugaison suggérée par des résultats obtenus

dans le paragraphe (11.B.4.c)

E ] a0 0
| 1 ]

TnSict21 MSESFDYVAFAKDFEXRHGRPPTAEELEQGIDPWEGI -VIFHTPEETQAEIERINASYKPS LWERLKTGLSFVIRNF Té
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Figure 27: Alignement des protéines apparentées a Gbs1141

Les séquences protéiques correspondant aux deux domaines transmembranaires sont encadrées en noir.
La conservation des acides aminés est indiquée par la coloration de la case, qui est le blanc pour les
acides aminés conservés et bleu pour les acides aminés différents. L'écriture en rouge, bleu, vert et noir
des acides aminés est dépendante de leur polarité.
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Une expérience d'identification des sites d'initiation de la transcription a été réalisée par
RNAseq au laboratoire par Isabelle Rosinski-Chupin. L'analyse des résultats a permis d'identifier
18 et 11 sites potentiels d'initiation de la transcription au sein respectivement, de TnGBS! et de
TnGBS2 (Figure 28), les sites d'initiation correspondant aux deux petits ARNs situés
respectivement dans gbs/126 et entre gbs1138 et gbsl139 (décrits dans le paragraphe suivant),
ainsi que le site d'initiation du gene gbs/141 présentant un nombre de lectures plus élevé que les
autres promoteurs identifi¢s. Cette observation conforte 1'idée que les deux petit ARNSs et le géne

gbs1141 ont un niveau d'expression significatif lorsque TnGBS2 est intégré et a priori inactif.
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b) Conservation de petits ARNs non codants entre TnGBS1 et
TnGBS2.

Les expériences d'identification de sites d'initiation de la transcription ont mises en
¢évidence neuf sites d'initiation, qui pourraient étre localisés en amont de petits ARNs non
codants. Quatre de ces petits ARNs sont conservés entre TnGBSI et TnGBS2. Deux d'entre
eux sont localisés entre I'IR droite et la transposase, un troisieme est en anti-sens d'un des
genes codant pour une protéine LPXTG (ghsi143, gbs0393) et le quatriéme est en anti-sens
des genes ghs1126 et ghs0386. Le dernier ARN potentiel semble spécifique a TnGBS?2 et est
localisé¢ entre les genes gbsl138 et ghsl139 qui codent pour deux protéines de fonctions

inconnues (Figure 29).

ghs1126

503392y
TnGBS2 ' __ ¢ 'I“' '
m r. &T] P ﬂm —1 |dnaG|; <I;|_| |DFI 9L >—
50340 oo

Zinctnger 19424159 HEXXH ol

1542/31 ghs1144  ghniid3

29/0 gbs0382

IRr
TnGB51 r—'
_:50410 > ﬂﬂﬂ!’ —u e J" | L
& _J & oruess
1441 Zinclinger 2310/572 HOXXH motif

ghs0352  ghs0393

Figure 29: Localisation des petits ARNs non codants potentiels de TnGBS1 et de TnGBS2

La localisation et I'orientation des petits ARNs sont indiqués par des fléches rouges, les valeurs
indiquées correspondent aux nombres de lecture obtenus lors de 1'identification des sites d'initiation de
la transcription tout d'abord avec un traitement par la TAP, puis en absence de traitement.

Les deux petits ARNSs, situés entre I'IRr et la transposase de TnGBS2, SQ339 et
SQ340, sont localisés en anti-sens l'un par rapport a l'autre, et ont été aussi validés par

Northern Blot par Christophe Pichon et al [380] a la suite de la prédiction in silico des petits
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ARN de S. agalactiae. Les données d'identification des TSSs confirment la transcription de
ces deux petits ARNs. Ces deux petits ARNs et leurs promoteurs sont conservés au sein des
différents ICEs apparentés & TnGBSI et TnGBS2 (Figure 30). Comme TnGBS!I et TnGBS2
correspondent a deux ICEs, qui codent pour des transposases apparentées, associ€s a des
modules de conjugaison distincts, ce petit ARNs localis¢ entre 1'IR et la transposase pourrait

étre impliqué dans le processus de transposition lui-méme, ou dans sa régulation.

Un petit ARN, de 156 nucléotides, conservé entre TnGBS! et TnGBS?2, est transcrit en
anti-sens par rapport aux genes respectifs ghs0386 et gbs1126. Le géne ghs0386 code pour
une protéine avec un domaine DnaG retrouvé dans les protéines agissant comme primase. Le
gene gbs1126 code pour une protéine semblant fonctionner de maniére modulaire, composée
de 2 domaines. Dans certains des ICEs apparentés aux TnGBS, ou dans pCF10, ces deux
domaines sont parfois codés par deux genes distincts (article n°5). Des petits ARNs semblent
¢galement présents, en anti-sens des genes orthologues, appartenant aux ICEs apparentés a
TnGBS1 et TnGBS2. Bien que les séquences de ces ARNs ne soient pas conservées, on peut
identifier le promoteur et le terminateur potentiel de ces petits ARNs. La présence d'un petit
ARN, en anti-sens d'un géne codant potentiellement pour une primase, suggere que ce petit
ARN pourrait régulé l'activité¢ de la primase ou son expression, ou qu'il pourrait agir comme

matrice a la machinerie de réplication.

Le cinquieme petit ARN, de 300nt, identifi¢ dans TnGBS?2, est transcrit au niveau de
la région intergénique, localisée entre gbs/139 et gbs1138, a partir d'un promoteur situé a la
fin du géne ghsi139. L'existence d'une sonde correspondant a ce petit ARN sur nos
microarrays permet de montrer que ce petit ARN a un niveau d'expression supérieur au bruit
de fond dans la souche NEM316, confirmant sa transcription dans cette souche. Sa forte
expression dans la souche NEM316 suggére que ce petit ARN pourrait étre impliqué dans la

régulation de l'expression de geénes de 1'ICE.
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C) Les IRs de TnGBS2 forment un promoteur lors de la
production de l'intermédiaire circulaire.

La transposase des TnGBS, appartenant a une nouvelle famille de transposases a motif
DDE, est également retrouvée dans des séquences d'insertion (IS) chez des Firmicutes (article
n° 3). Dans le cas de I'[S911, appartenant a la famille 1S3, il a ét¢ montré que la juxtaposition
des 2 IRs dans la forme circulaire crée un promoteur, Pju,c, contribuant a l'expression du géne
codant pour la transposase [381]. De nombreuses autres séquences d'insertion, de la famille
IS3, posseédent aussi un promoteur Pj,,. ou un équivalent [381]. L'analyse de la séquence des
IRs des ISs apparentées a TnGBS chez Lactococcus reuteri montre que les ISs forment
potentiellement un promoteur lors de la production de l'intermédiaire circulaire, les boites -35
et -10 étant portées respectivement par I'IR droite (IRr) et I'IR gauche (IR;). Ce promoteur
semble conservé au sein d'autres ISs apparentées aux TnGBS, notamment chez
Bacillus coagulans, Lactobacillus crispatus, Lactococcus casei,
Symbiobacterium thermophilum et L. helveticus, et pourrait étre également présent dans les
ICEs apparentés a TnGBS2 (Figure 32 A, B et C). Cependant, ce promoteur n'est pas retrouvé
dans les IRs des ICEs apparentés a TnGBSI (Figure 32 C). Alors que dans les ISs ce
promoteur contrdlerait I'expression de la transposase, dans les ICEs il pourrait étre impliqué
dans le controle de l'expression des geénes distaux de I'¢lément, permettant de distinguer I'lCE

sous forme circulaire de I'CE sous forme intégrée.
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IRl IRr

ISLreuteri_circulaire
156700

R
ISLreu

r

[RI

ACCTATGAAAACTTGACAGATACCAACCAT-GTTAGTGTAAGATTTTCATAGGTTG
TnGBS2 TATTCCCAAAAATTCAGACACATACCATTTAAAGTAAGTGTCTAGAGTTTCGGGAAL

1S911 TGTTGACCACCACTTCACGTTGAAGTGGCACACTGAATTTG
B.
-35 -10
IRr " o [RI
Tn_Soral2.2rev TATTCCCAAAAATT AAAC GTAAGTGTQTAGAGTITTTGGGAAAG
Tn_Ssang2.1rev TATTCCCAAAAATT AAAC GTAAGTGT(QTAGAGTITTTGGGAAAG
Tn_Ssui21rev CTTTCCCAAAAATTTAGACAICAAAC GTAAGTGT(TAGAGT[TTTGGGAAAA
Tn_Sict2arev CTTTCCCAGAAATTTAGAC ATAC GTAAGTGTQTAGAGT[ITTTGGGAAAC
Tn_Sang2.1rev CTTTCCCAAAAATTTAGACAICAAAC GTAAGTGT(TAGAGT[TTCGGGAAAC
TnGBS2.1rev TATTCCCAAAAATTICAGAC ATAC GTAAGTGTQTAGAGTITTCGGGAAAA
Tn_Sgallo2.1rev AATTCCCAGAAAAAAAGACAICATAC GTAAGTGT(TAGAGT[TTTGGGAAAT
Tn_Soral2.1rev TATTCCCAAAAATTTAGAC AAAC CTAAGTGTQTAGAGTITTTGGGAAAG
Tn_Stax_oralsp2.1rev TATTCCCAAAAATTTAGACAICAAAC CTAAGTGTQTAGAGT[TTTGGGAAAG
Tn_Sinfta2.1rev TATTCTCAAAAAAATAGAC AAAC GTAAGTGTQTAGAGTITTTGAGAATT
Tn_Smit2.1rev GTTTCTCAAAAAT(GCGACAICATAC GTAAGTGT(TAGAGT[TTTGAGAAAT
Tn_Ssang2.5rev TCTTCTCAAAAATTCAGAC ATAC GTAAGTGTAQTAGAGTITTTGAGAAAG
Tn_Ssob2.1rev CATTCTCAAAAAATAAGAC ATAC GTAAGTGT(QTAGAGTITTTGAGAAAG
Tn_Szoo2.1rev TCTTCACAAAAATTGAGAC ATAC GTAAGTGTQTAGAGTITTTGTGAAAC
Tn_Sconsrev TTTTCTCCCAAAAACAGACAICATTC GTATGTGTCCCAAATTGGGAGAATT
PIR_ISBcoagulansrev TTGTCGAGAAAAAQTTGAC ATAC GTATGTGFAAAATITTTACTCGAAGG
PIR_ISLcasrev GAACCGAGAAAGA( ATAC CTAGGTGTAAAGTITTCTCTCGGTTA
PIR_ISLreu CTACCTATGAAAA( ATAC GTTAGTGILAAGATITTTCATAGGTTG
PIR_IS_Symb_therrev ACGTACCCACTTTCAQ AC GTGAQTAAAGTITTTCGTGGGTAGGC
PIR_ISLcrisrev CTACCGCAAAAAT TTAC CTAAGTQTATAAT[TTTTTGCGGTAA

2,0bits.

Sequence logo
0.0bits

=710, CAAAAA??HSGACACA?AC

eI A0 CTerAchaTTT+6.08x.

Figure 31: P\g un promoteur également conservé dans les IRs des ISs, et des ICEs apparentés a
TnGBS2.

A. Visualisation de l'orientation des IRs au sein de la forme circulaire des ISs. B. Alignement des IRs
de I'S de Lactobacillus reuteri, de TnGBS2 et de I'IS911. C. Alignement Clustal des séquences
nucléotidiques des IRs d'ISs et d'ICEs apparentés a TnGBS2.Les séquences correspondant
potentiellement aux boites -35 et -10 sont encadrées en rouge.

4. Analyse du processus de conjugaison de ThGBS2 et sa régulation

La caractérisation de la régulation de I'excision et du transfert des ICEs permet
de mieux comprendre la propagation de ces éléments au sein des populations bactériennes.
Les données de la littérature montrent que l'excision peut étre un phénomene stochastique
[309]. Elle peut aussi étre inductible par des stimuli extérieurs comme la présence de bactéries
réceptrices potentielles, ou I'exposition a des facteurs environnementaux en particulier aux
mutagenes. La propagation des ICEs dépend aussi de leurs capacités a étre maintenus au sein

de leur hote sans affecter de fagon trop importante sa "fitness".
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L'analyse de la fréquence de conjugaison de TnGBS2, et du nombre de formes circulaires de
I'ICE dans la bactérie donatrice (article n°3 et 4), suggere que la production de 1'intermédiaire
circulaire est une étape limitante du transfert de TnGBS2. Cette observation permet de
proposer qu'une augmentation du taux d'excision de TnGBS2 conduirait probablement a une
augmentation de l'efficacité de transfert de TnGBS2. L'identification de facteurs (protéines, ou
conditions expérimentales) augmentant le taux d’excision de TnGBS2 au sein de la bactérie
donatrice permettrait de modifier l'efficacité de conjugaison de TnGBS2. Dans cette partie j'ai
recherché des stimuli pouvant affecter la production de formes circulaires dans la bactérie
donatrice ainsi que les genes impliqués dans la modulation de l'efficacité de transfert de

TnGBS2.

a) Le transfert de TnGBS2 n'est pas induit par la présence de

bactéries potentiellement réceptrices.

Afin de déterminer l'influence de bactéries potentiellement réceptrices sur la
production de formes circulaires, j'ai quantifié ces formes circulaires dans la bactérie
donatrice seule ou en présence de bactéries réceptrices. Les résultats obtenus indiquent que la
présence de la bactérie réceptrice n'a pas d'effet significatif sur la quantit¢ de formes
circulaires (Table 14). Les résultats obtenus montrent que la quantité de formes circulaires
semble constante chez la bactérie donatrice au cours du processus de conjugaison, et qu'elle
n'est pas modifée par la présence de la bactérie réceptrice. Ce qui conduit a suggérer que
I'excision de TnGBS2 dans la bactérie donatrice est constante et n’est pas modifiée par la

présence de bactéries réceptrices sur le filtre.

temps NEM316 NEM316 + BM110
0 8.2x10™ 8.3x10™
1h 7.1x10* 9.5 x10™
2h 6.1x10™ 8.6 x10™
3h 6.1x10™ 6.1x10™
4h 16 x10™ 5x10™
nuit 3.9x10* 5.5x10™

Tableau 14: Analyse de la production de formes circulaires en présence ou absence de bactéries
réceptrices.

Le ratio du nombre de formes circulaires sur le nombre de copies du transposon a été déterminé chez
la donatrice seule et chez la donatrice en présence de la réceptrice.
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b) Le transfert de TnGBS2 n'est pas induit par la réponse SOS

Pour certains éléments génétiques mobiles comme ICES?/, ICESt3,ICEBs 1, et SXT, il
a ¢ét¢ montré qu'un traitement a la mitomycine C induit leur excision (ICES?/,
ICESt3,ICEBs1) [304, 382], et/ou conduit & une augmentation de I'efficacité de leur transfert
(ICESt3, de ICEBsI et SXT) [304, 312, 383]. 1l a aussi €té montré que le traitement a la
mitomycine C induit l'expression de genes requis pour le transfert de SXT [312]. La
quantification par qPCR de la production de formes circulaires de TnGBS2, dans la souche
NEM316, en réponse a l'exposition a différentes concentrations de mitomycine (Tableau 15),
montre que la quantit¢ de formes circulaires produites n'est pas affectée par des
concentrations croissantes de mitomycine. Ces résultats suggerent que 1'excision et le transfert

de TnGBS2 ne sont pas régulés par la réponse SOS de S. agalactiae.

Tableau 15: Quantification de la production de formes circulaires de TnGBS?2 en réponse a
différentes concentrations de mitomycine C.

Concentration 0 20 50 100
Mitomycine
(ng/mL)
Ratio Phase 1.3x10°(0.5) 1.4x10%(0.3) 1.4x10°(0.2) 1.5x107(0.2)
quantité  de Exponentielle
forme
circulaire/ Phase 08x10° (0.1) 0.8x10°(0.1) 1.0x10°(0.2) 1.1x10° (0.4)
quantité de
transposon Stationnaire
total

Les valeurs indiquées correspondent au ratio de quantité de forme circulaire de I'ICE sur la quantité
d'ICE total. les nombres indiqués entre des parentheses correspondent a la déviation standard.
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C) Immunité de conjugaison et stabilité de TnGBS2 apres

conjugaison
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Figure 32: Immunité de conjugaison de TnGBS2

Les fréquences de transfert indiquées, correspondent au transfert de TnGBS?2 vers différentes souches
réceptrices ne possédant pas TnGBS2, comme BM110, ou possédant un ¢lément identique a TnGBS2
comme BM110::TnGBS2. Les valeurs indiquées correspondent a la moyenne de trois expériences
indépendantes, et la déviation standard est donnée par une barre.

Le transfert de certains ICEs ou plasmides peut étre affecté par la présence d'un
¢lément identique, ou apparenté, dans la bactérie réceptrice, suggérant un processus
d'immunité. Cette immunité peut intervenir au niveau de différentes étapes. (1) L'inhibition de
la formation du pore entre les bactéries donatrice et réceptrice (exclusion de surface) [291,
292]. (2) L'inhibition de l'entrée de I'ADN dans la bactérie réceptrice (exclusion d'entrée)
[293]. (3) L'inhibition de l'intégration (immunité de cible) [298-300]. (4) Une immunité liée a

la présence d'un répresseur cl ou cl-like [301, 302].

Afin de déterminer si TnGBS2 pouvait étre soumis a un tel phénomene d’immuniteé,
j’ai testé D’efficacité de son transfert par conjugaison vers une souche réceptrice BM110
possédant, ou ne possédant pas une copie de TnGBS2 insérée. Les efficacités de transfert
obtenues vers ces deux souches (Figure 32) montrent une diminution de la fréquence de
transfert de TnGBS2 d'un facteur 100 lorsque la souche réceptrice possede TnGBS2. Ce
résultat met en évidence une immunité de conjugaison partielle. La diminution de la

fréquence de conjugaison observée peut dépendre soit de la stabilité de I'appareil de transfert,
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soit de la stabilisation de I'ICE dans le transconjugant. Le maintien de I'ICE dans le
transconjugant est li¢ soit a son intégration dans le génome de la bactérie réceptrice, soit a sa

réplication (article n°5).

5. Gbs1141, Gbs1147 et le promoteur P, trois éléments pouvant
intervenir dans la régulation du processus de conjugaison

Nous avons identifié deux éléments qui pourraient intervenir dans la régulation du
processus de conjugaison. La protéine transmembraire Gbs1141 qui est exprimée a un niveau
plus ¢élevé que les autres genes du transposon, et qui pourrait intervenir dans le phénomene
d'immunité partielle décrit précédement. Le promoteur, formé par les IRs lors de la
production de l'intermédiaire circulaire, et qui, dans les ICEs pourrait étre impliqué dans le
controle de l'expression des genes distaux de 1'élément. A ces deux éléments s'ajoute la
protéine Gbs1147 correspondant a un régulateur transcriptionnel de la famille cl et qui
pourrait étre impliquée dans le maintien a bas bruit de l'expression des génes codant pour
l'appareil de transfert, ou la transposase. Afin de déterminer un rdle potentiel de ces trois
¢léments dans la régulation du processus de conjugaison de TnGBS2, j'ai construit des
mutants de délétion des genes ghsl141 et gbs1147 de TnGBS2 dans la souche NEM316, puis
j'ai analysé l'effet de ces délétions sur la production de l'intermédiaire circulaire, et sur
l'efficacité de transfert de TnGBS2. J'ai également cherché a déterminer si le promoteur P
créé par la juxtaposition des IRs dans la forme circulaire est fonctionnel et si son expression

est régulée par Gbs1147.

Les expériences de quantification de la production de forme circulaire et la
détermination de 1'efficacité de transfert de TnGBS2 dans le mutant ghs//41 indiquent que la
protéine correspondante n'est impliquée, ni dans la régulation de la production de forme
circulaire dans la bactérie donatrice, ni dans le processus de conjugaison lorsque la bactérie
réceptrice ne posséde pas d'éléments apparentés. Pour I'instant aucun phénotype ne peut donc
étre associé a ce mutant. Cependant, il reste a tester le role dans un contexte d'immunité de

conjugaison.
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Tableau 16: Quantification de la production de formes circulaires de TnGBS?2 dans le mutant
Agbsli41.

Souche Quantification forme circulaire
NEM316 phase exponentielle 1.3x107 (0.5)
NEM316 phase stationnaire 0.8 x102(0.1)
NEM316 Agbs1141 phase exponentielle 2.4x107 (0.5)
NEM316 Agbs1141 phase stationnaire 2.2x102(0.7)

Les valeurs indiquées correspondent au ratio de quantité de forme circulaire de I'lCE sur la quantité
d'ICE total. les nombres indiqués entre des parentheses correspondent a la déviation standard.

Le géne gbs1147 code pour une protéine présentant un domaine similaire au domaine
de liaison a I'ADN du répresseur cl. Il a ét¢ montré que certaines protéines possédant ce
domaine, comme SetR de SXT [313], ImmR de ICEBsI [303], et Arpl de ICESt3 [382, 384],
sont impliquées dans la répression transcriptionnelle de genes portés par les éléments
intégratifs correspondants, la mutation des répresseurs conduisant a une augmentation de
l'excision de I'ICE [382]. La quantification de la production des formes circulaires de TnGBS2
dans le mutant Agbs/147 et dans le sauvage montre que, contrairement a ce qui a été observé
pour 1'ICESt3, la délétion du geéne gbsi147 de TnGBS2 n'affecte pas son excision (Tableau
17). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans des expériences de conjugaisons, qui
montrent que la délétion de gbs1147 n'affecte pas 1'efficacité de transfert de TnGBS2 (données
non montrées). Ce résultat est en accord avec ceux obtenus dans des expériences de
conjugaison, qui montrent que la délétion de gbs/ 147 n'affecte pas l'efficacité de transfert de
TnGBS2 (données non montrées). Cette observation suggere que I'expression de la
transposase n'est pas régulée par Gbs1147. Cependant ce régulateur pourrait avoir un role sur

l'expression des autres genes codés par TnGBS2 et sur I'expression du promoteur Pr.

142



Tableau 17: Quantification de la production de formes circulaires de TnGBS2 dans le mutant
Agbs1147

Souche Quantification forme circulaire
NEM316 phase exponentielle 1.3x107 (0.5)
NEM316 phase stationnaire 0.8x107(0.1)
NEM316 Agbs1147 phase exponentielle 2.8x107° (0.4)
NEM316 Agbs1147 phase stationnaire 3.4 x10°(0.5)

Les valeurs indiquées correspondent au ratio de quantité de forme circulaire de I'ICE sur la quantité
d'ICE total. les nombres indiqués entre des parenthéses correspondent a la déviation standard.

Afin de valider la présence d'un promoteur potentiel dans les IRs de TnGBS2, un
fragment PCR amplifié¢ a partir de la forme circulaire de TnGBS2 a été cloné en amont du
gene lacZ dans le vecteur pTCVlac. Un dosage de l'activité béta-galactosidase a été réalisé
pour cette construction et pour les deux constructions témoins, qui correspondent au
promoteur potentiel en orientation inverse et au vecteur vide. Ces dosages ont été faits dans la
souche NEM316 et dans la souche BM110.Alors qu'aucune activité n'est détectée au bout de
24h pour les constructions témoins correspondant au vecteur vide et au vecteur avec le
promoteur en orientation inverse, une activité est observée pour le promoteur Pir au bout de
respectivement 5 heures et 18 heures dans les souches BM110 et NEM316 (Tableau 19). Ces
résultats indiquent que les IRs dans la forme circulaire permettent la création d'un promoteur
Pir de faible activité. La différence d'activité observée entre les souches BM110 et NEM316
suggere qu'un ¢lément codé dans NEM316 est impliqué dans la répression de l'expression de
ce promoteur. Afin de tester si la protéine Gbs1147 pourrait étre impliquée dans la répression
du promoteur P, le dosage de l'activité béta-galactosidase a été réalis€¢ dans la souche
mutante Agbsl147. Les résultats obtenus montrent que l'expression de ce promoteur est
augmentée dans le mutant Agbsi147, indiquant que Gbs1147 régulerait directement ou non

l'activité du promoteur Pyg.
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Figure 33: Orientation des promoteurs formés par les IRs dans les constructions P et Pirinv

pTCVlac  '"PrQpTCVlac PRrInvQpTCVlac Py QpTCVlac

vide
NEM316 stationnaire ND 0.16 (0.12) ND 1.67 (0.78)
BM110 stationnaire ND 2.59 (0.78) ND NT
NEM316 Agbs1147 ND 0.86 (0.18) ND NT
stationnaire

Tableau 18:Activité béta-galactosidase du promoteur P de TnGBS?2.

'L'activité est donnée en unités de Miller et la déviation standard est indiquée entre parenthéses. Les
valeurs obtenues ont été calculées a partir de trois réplicats biologiques. “Le promoteur Pkann est
utilisé comme promoteur contrdle. *ND signifie qu'aucune coloration jaune méme trés faible n'a été
observée pour ces constructions au bout de 24h et *NT signifie que la construction n’a pas été testée.

Ces résultats permettent de proposer le modele suivant dans lequel les IRs, lors de la
production de l'intermédiaire circulaire, forment un promoteur transitoire qui contrdlerait
l'expression des geénes distaux de TnGBS2. Dans la donatrice ce promoteur serait réprimé
mais deviendrait actif apres transfert. Parmi les génes distaux sont retrouvés les genes
gbs1149 et gbs1147, codant respectivement pour les protéines possédant un domaine RepA et
un domaine cl. Le promoteur Prr pourrait permettre 1'expression transitoire de ces genes juste
apres le transfert de TnGBS?2, l'expression du régulateur cl conduisant par la suite a un rétro-
contrble négatif de l'activité du promoteur. L'expression transitoire de gbs/ 149 pourrait étre a

l'origine du faible maintien de TnGBS?2 sous forme circulaire.

L'ensemble des résultats obtenus sur l'analyse du processus de conjugaison des
TnGBS, et sa régulation a permis de montrer que la production de l'intermédiaire circulaire
dans la donatrice est une étape limitante dans le transfert de TnGBS2. Les résultats obtenus
montrent également que la production de la forme circulaire n'est pas induite par la présence

de bactéries potentiellement réceptrices, et n'est pas modifiée par des perturbations modifiant
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lI'intégrité¢ de I'ADN, comme la mitomycine. Ils montrent enfin que la seconde étape clé du
processus de conjugaison est le maintien de I'ICE chez les transconjugants. Vis-a-vis de cette
seconde étape, TnGBSI et TnGBS2 semblent posséder des comportements tres différents.
Alors que TnGBS2 est rapidement intégré dans le génome de la bactérie réceptrice, TnGBS/
se maintient pendant de nombreuses générations sous forme circulaire. Ces deux profils de
réplication versus intégration doivent refléter les deux programmes de régulation et
d'expression distincts portés par TnGBSI et TnGBS2. Alors que TnGBS2 possede un
promoteur Pr qui se forme lors de la production de la forme circulaire, et qui permet la
distinction entre I'ICE sous forme intégrée et I'lCE sous forme circulaire, TnGBSI et
I'ensemble des ICEs apparentés ne possedent pas ce promoteur. Cette observation souléve la
question de la réglation de l'expression du geéne codant pour la protéine avec un domaine
RepE potentiellement impliquée dans la réplication de TnGBS1. Il reste également a
déterminer si d'autres éléments, tels que les petits ARNnc pourraient intervenir dans ce

programme de régulation.

Une particularité des TnGBS est leur spécificité d'insertion originale au niveau des
régions promotrices. Le maintien de ces ICEs au sein de la bactérie hote pourrait s'expliquer
par le fait que l'insertion des TnGBS au niveau des régions promotrices semble ne pas affecter
I'expression des genes adjacents, dans les conditions du laboratoire (article 3). Cependant,
I'ensemble des sites d'insertion n'a pas été testé dans cette étude, et il n'est pas exclu que
l'insertion a certains sites n'ait pas été sélectionnée positivement, ou du moins n'ait pas été
contre-sélectionnée tout en modifiant I'expression du géne adjacent. En effet, certains facteurs
de transcription agissent bien au dela de la région -35, et leur séquence de fixation peut ainsi
se trouver tres éloignée du promoteur par la présence de I'CE. Par ailleurs, la présence d'une
boite -35, en bonne orientation dans la séquence de 1'I[R-droite des ICEs apparentés a TnGBS?2
et de certaines ISs, pourrait dans certains cas modifier 1'expression du geéne en aval en
recréant un promoteur. Une telle modification d'expression du géne adjacent a été observée
pour une IS apparentée dans Lactobacillus helveticus, ISLhel5, dont l'insertion en amont du
promoteur du gene codant pour la béta-galactosidase conduit a une expression constitutive de

ce gene en absence de lactose [385].
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Jusqu'a trés récemment, l'analyse des réseaux de régulation était limitée a quelques
organismes modeles comme E. coli, et B. subtilis. Avec le développement de nouvelles
techniques d'études de l'expression génique comme les puces a ADN et le RNAseq, et leur
cout de revient plus faible, les analyses transcriptomiques ont pu étre étendues a un plus grand
nombre d'especes. Au cours de ma these, j'ai caractérisé, au moins partiellement, certains
réseaux de régulation impliqués dans la modulation de 1'expression de composants de la paroi
de S. agalactiae grace a des approches transcriptomiques. Les analyses transcriptomiques
décrites précédemment dans S. agalactiae par J. MUSSER mettaient en évidence que des
modifications de l'environnement comme la température, la phase de croissance ou la mise en
culture dans des fluides biologiques, tels que le sang ou le liquide amniotique, conduisaient a
la modification de 1'expression d'un trés grand nombre de génes, pouvant aller jusqu'a plus de
mille génes, rendant difficile l'interprétation des résultats. Ces modifications d'expression
résultent de l'action de nombreux régulateurs transcriptomiques qui peuvent étre soit
directement liés a la modification de I'environnement ou a la pertubation, mais elles peuvent
¢galement correspondre a des conséquences indirectes. Afin de caractériser comment
S. agalactiae réagit a une absence de D-alanylation au niveau de la paroi, j'ai combiné une
analyse globale de la réponse a la perturbation, et une approche génétique basée sur la
mutation des régulateurs potentiellement impliqués dans cette réponse. Ceci m'a permis
d'identifier des cibles directes des régulateurs transcriptionnels et de mettre en évidence
certains effets probablement indirects. Cette analyse m'a également permis de montrer que
I'expression des genes, codant pour les protéines impliquées dans le processus de D-
alanylation, étaient contr6lés de maniére complexe et intégrés par plusieurs régulateurs,
permettant probablement un ajustement fin des niveaux d'expression en fonction des

conditions environnementales.

Ce type d'approche par analyse comparative des données transcriptomiques m'a
¢galement permis de mettre en évidence d'autres interconnexions entre les différents
régulateurs de S. agalactiae, comme dans le cas des analyses de CiaRH avec RelRS et des
régulateurs de la famille RofA. Cette derniére analyse a permis de démontrer une régulation

croisée entre des régulateurs appartenant aux deux ilots génomiques SecA2/Srr et PI-2a, ainsi
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que le controle indirect de I'expression des geénes de ces ilots par un régulateur appartenant au

core génome CovRS.

L'acquisition de genes, par transfert horizontal, permet a la bactérie d'acquérir
rapidement de nouveaux traits phénotypiques comme la virulence, la résistance aux
antibiotiques, et la capacit¢ a utiliser de nouvelles sources d'énergie. Cependant 'ADN
nouvellement acquis ne confére a la bactérie réceptrice un bénéfice que si les geénes apportés
ne sont exprimés que de fagon adéquate et coordonnée avec les autres genes de la bactérie. 1l
a été constaté que lorsque I'ADN acquis contient un régulateur transcriptionnel, 1'expression
de ce régulateur est souvent controlée par un régulateur ancestral, comme cela a été¢ observé
pour I'lot de pathogénicité de Salmonella enterica (SPI-2) [386], qui est régulée par un
systetme a deux composants SsrB/SpiR situ¢ dans l'ilot [387]. L'expression de ce TCS est
controlée par les systemes ancestraux OmpR/EnvZ et PhoP/Q présents dans le core génome

[387].

Notre étude a également permis de montrer que certains régulateurs peuvent avoir des
cibles légerement différentes au sein des différentes souches de S. agalactiae. De méme, une
variabilité des réseaux de régulation parfois accompagnée de la pseudogénisation de certains
régulateurs, a été mise en évidence entre les souches. Ces observations peuvent expliquer la
variabilit¢ de présentation de structures de surface de S. agalactiae. Cette variabilité de
réseaux de régulation est également potentiellement impliquée dans la diversité d'adaptation
de S. agalactiae, suggérant que toutes les souches de S. agalactiae ne vont pas répondre de la

méme fagon a des modifications d'environnement.

Enfin, 1'analyse combinée de 26 transcriptomes a permis de prédire des cibles directes
pour un certain nombre de régulateurs transcriptionnels chez S. agalactiae. La comparaison
des cibles identifiées chez S. agalactiae aux cibles de régulateurs orthologues, chez d'autres
especes du genre streptocoque, indique que les régulateurs orthologues contrdlent l'expression
de génes impliqués dans des fonctions cellulaire communes, et donc que les réseaux de
régulation semblent conservés au sein des espeéces du genre streptocoque. Cependant on
constate que cette conservation n'est pas totale. En effet, cette conservation n'est pas toujours
vrai (i) au niveau du genre (ii) et que cette remarque peut tre parteillement fausse également
au niveau de l'espeéce. Ces observations suggérent que ces systemes de régulation adoptés par
ces différentes especes sont adaptés a leur environnement. Ces modifications peuvent résulter

des capacités de ces organismes a occuper de nouvelles niches écologiques, a contribuer a la
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diversité phénotypique au sein des différentes espeéces [388]. Cependant les modifications des
systémes de régulation ne résultent pas nécessairement du processus d'adaptation, méme s'ils
conduisent a des changements importants dans l'expression génique [389]. Vers la fin de ma
thése, j'ai eu acces aux données d'identification des sites d'initiation de la transcription.
L'analyse préliminaire m'a permis de confirmer la conservation des sites de fixation de
certains régulateurs (famille GntR et GInR) au niveau des séquences promotrices des genes
ciblés. Grace a ces données d'identification des sites d'initiation de la transcription, je vais
pouvoir étendre mon analyse aux promoteurs des genes regroupés en cluster, et rechercher la
présence de motifs, conservés au niveau de ces promoteurs. Puis dans un second temps,
J'étudierai la conservation de ces sites de fixation au sein des souches de S. agalactiae
provenant de différents hotes, mais également au sein du genre streptocoque. Il a été proposé
que le gain ou la perte de sites de fixation (en opposition a des changements de séquences du
facteur de transcription) est le mécanisme majeur contribuant a 1'évolution des réseaux de
régulation chez les eucaryotes supérieurs [390, 391]. Cette explication a été favorisée car elle
permet d'altérer I'expression d'un seul géne sans affecter 1'expression des génes co-régulés par
le méme facteur de transcription. Cette vision n'est pas si simple dans le cas des bactéries, car
il est convenu de l'importance des transferts horizontaux dans I'évolution des génomes

bactériens.

Une ¢étude préalable réalisée au sein du laboratoire suggérait que les transposons
conjugatifs TnGBS!I et TnGBS2 sont impliqués dans des phénomenes de transferts de longs
fragments d'’ADN chromosomique par conjugaison, et que ces transferts pourraient avoir
joués un réle important dans I'évolution du génome des souches de S. agalactiae [236], en
altérant l'aptitude de S. agalactiae a se multiplier au sein de son hote et a le coloniser. Une des
contrainte de la persistance des bactéries résultant de ces échanges dans la population pourrait
étre la compatibilité entre les différents réseaux de régulation provenant de la bactérie
donatrice et de la bactérie réceptrice. L'organisation du génome bactérien en "module de
transcription" avec co-localisation du régulateur avec les geénes cibles permet de limiter
partiellement I'impact des échanges. Cependant, les résultats obtenus au cours de cette thése,
et les données de la littérature montrent que ce n'est pas toujours si simple. Les régulateurs et
les geénes cibles peuvent étre dispersés sur le chromosome. L'analyse des réseaux de
régulation permettra de mieux appréhender l'impact de ces transferts de grands fragments

d'ADN sur la bactérie.
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La seconde partie de mon projet de theése a portée sur 1'étude de cette nouvelle famille
d'ICE ou transposons conjugatifs, les TnGBS. Cette famille constituait la premiére famille
d'ICE dont la mobilité dépendait d'une transposase a motif DDE et non d'une intégrase. La
seconde particularité de ces ICEs TnGBS est leur spécificité d'insertion originale au niveau
des régions promotrices. Nous avons montré que les ICEs de la famille TnGBS peuvent étre
transférés au sein de l'espéce S. agalactiae ou ils ont ét¢ identifiés. Ils semblent s'étre
¢galement largement répandus au sein du genre streptocoque mais un seul membre a été
identifié en dehors de ce genre, chez L. salivarius. Néanmoins, notre évaluation de la capacité
de ces ¢éléments a se répandre dans une espéce donnée pourrait encore étre tres biaisée par la
nature des souches séquencées. Par exemple, les TnGBS semblent étre trés repandus au sein
des espéces S. sobrinus et S. sanguinis, mais semblent totalement absents de I'espéce
S. pyogenes. Avec l'augmentation du nombre d'especes bactériennes séquencées et du nombre
de souches au sein de ces especes, il est probable que de nouvelles séquences d'¢léments
apparentés aux TnGBS seront retrouvées. TnGBS1 et TnGBS2 semblent avoir joués un role
important dans 1'évolution de S. agalactiae, en favorisant I'échange de grands fragments
d'’ADN chromosomique. L'identification d'un ICE de la famille TnGBS dans le génome d'une
souche de S. pneumoniae et de plusieurs souches de S. mitis et S. oralis souleve la question
d'un rdle possible de ces ICEs dans les transferts génétiques, au sein de ces especes qui

représentent un probléme important de santé publique.

La famille des TnGBS est en réalité constituée de deux sous-familles, la sous-famille
TnGBS1 et la sous-famille TnGBS2. Les membres de ces deux sous-familles possédent la
méme transposase mais sont associés a des systemes de conjugaison différents. Ce type de
combinaison entre une transposase a motif DDE et un appareil de transfert n'a été jusq'ici
observé que pour deux familles d'ICEs, les TnGBS et I'CE6013 de S. auréus [392].
Cependant, d'autres familles d'ICEs, dont la mobilité dépendrait d'une transposase a motif
DDE, existent probablement. Afin de vérifier cette hypothese, il serait intéressant d'utiliser le
méme type d'approche, en recherchant des modules de conjugaison a proximité de transposase
(a motif DDE) et en déterminant les limites des ¢éléments grace aux IRs, en commencant tout
d'abord par les transposases de la famille de I'[S3 (contenant 1'IS911) qui sont également
capables de produire des intermédiaires de transposition circulaires [381]. Ce type d'approche

permettra probablement d'identifier de nouvelles familles d'ICEs.
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L'analyse comparative des conservations protéiques de TnGBS1 et de TnGBS2 a
permis de mieux définir les protéines impliquées dans les différentes phases du processus de
conjugaison: transposition, mobilisation, transfert et réplication. Elle a également montré que
les membres de la sous-famille TnGBS! présentent une plus grande conservation protéique,
suggérant que la sous-famille TnGBS1 serait apparue plus récemment que la sous-famille
TnGBS2, aprés acquisition d'un nouveau module de conjugaison. Les ICEs des deux sous-
familles different aussi par leurs modules de régulation. Ceci explique probablement pourquoi
TnGBSI et TnGBS?2 présentent certains comportements tres différents : alors que TnGBS2 est
rapidement intégré dans le génome de la bactérie réceptrice, TnGBS! se maintient pendant de
nombreuses générations sous forme circulaire. TnGBS2 et TnGBS1 pourraient aussi différer
dans leurs capacités a induire un phénoméne d'immunité de conjugaison: TnGBS1 est retrouvé
en copies multiples identiques ou non dans plusieurs souches de S. agalactiae comme
NEM316 et FSL S3-026. Au contraire TnGBS2 n'a jusqu'ici été¢ observé que sous forme de
copie unique. Cette observation est compatible avec le fait que nous ayons pu montrer
expérimentalement une immunité partielle de conjugaison pour 7nGBS2. Les analyses
comparatives des différents membres de la famille des TnGBS ont aussi permis d'identifier
des acteurs potentiels de la régulation de TnGBS2 (comme le promoteur des IRs, les petits
ARN s et les protéines Gbs1141 et Gbs1147). Les données préliminaires obtenues sur l'étude
du processus de conjugaison de TnGBS2 et de sa régulation m'ont conduites a proposer un
modele dans lequel I'expression génétique de TnGBS2 dépendrait de 1'état de 1'ICE sous forme
intégrée ou circulaire. Ce modele serait cohérent mais différent de celui observé pour Tn916
et les ICEs proches, montrant que la circularisation de I’'ICE est requise pour 1’expression du
module de transfert. En effet, il a ét¢ montré que le promoteur contrdlant 1’expression du
module de conjugaison se situe de part et d’autre du site attl présent dans la forme circulaire

de I’élément [242].

L'analyse comparative des processus de conjugaison de TnGBS! et de TnGBS2 ainsi
que de leurs programmes de régulation devrait permettre d'identifier des conditions stimulant
leurs transferts et les mécanismes de cette stimulation. En retour, ces résultats permettront de
mieux comprendre la propagation des TnGBS au sein du genre streptocoque. Ces éléments
¢tant impliqués dans des phénomenes de transfert de longs fragments d'ADN chromosomique
par conjugaison [236], il sera important de déterminer si les mémes stimuli induisent a la fois

le transfert des ICEs par conjugaison et les transferts de grand fragments d'ADN. Ceci
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permettra de mieux comprendre les mécanismes senseurs contrdlant le taux de réarrangement

chromosomique et le transfert horizontal de 1'information génétique.
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Tableau S2: Liste des génes codant pour des régulateurs transcriptionnels et des histidines
kinases présents dans la classification hiérarchique.

N°cluster gene
16 ghs0094 transcription repressor of class | heat-shock (HrcA)
22 ghs0098 transcriptional regulator (GntR family)
8 ghs0118 transcription repressor of ribose operon
34 ghs0150 transcriptional regulator
27 ghs0168 transcriptional regulator
9 ghs0469 transcriptional regulator (AraC/XylS family)
14 ghs0597 two-component response regulator VncR
27 ghs0618 transcriptional regulator (TetR/AcrR family) N-terminal part
20 ghs0627 transcriptional regulator (N-terminal part)
20 gbs0685 Similar to two-component response regulator
24 ghs0823 transcription factor (CoiA family)
9 ghs0833 transcriptional regulator
2 ghs0928 transcriptional regulator (GntR family)
29 gbs0963 two-component response regulator
29 ghs0964 two-component sensor histidine kinase
28 ghs1019 two-component sensor histidine kinase
28 ghs1020 two-component response regulator
1 ghs1022 phosphate uptake regulatory protein
27 ghs1196 transcriptional regulator
12 ghs1397 two-component sensor histidine kinase
12 ghs1398 two-component response regulator
27 gbhs1402 transcriptional regulator
14 ghs1426 transcription regulator RofA related
32 ghs1434 pyrimidine biosynthetic operon repressor
32 ghs1437 transcriptional regulator (LysR/MarR family)
33 ghs1479 RogB transcription regulator RofA related
1 ghs1530 Rga transcription regulator RofA related
14 ghs1582 transcriptional regulator (LysR family)
20 ghs1671 two-component sensor histidine kinase
15 ghs1736 transcriptional regulator (Lacl family)
13 ghs1807 transcriptional regulator, MerR/GInR family
5 ghs1834 DItS two-component sensor histidine kinase
5 ghs1835 DItR two-component response regulator
20 ghs1842 transcriptional regulator (antiterminator)
27 ghs1849 transcriptional regulator (Lacl family)
20 ghs1943 two-component sensor histidine kinase (C-terminal part)
20 ghs1944 two-component response regulator
27 ghs1972 transcriptional regulator (phage related)
29 ghs2055 arginine repressor ArgR
27 ghs2117 transcriptional regulator
27 ghs2120 transcriptional regulator (Crp/Fnr family)
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Streptococcus gallolyticus (formerly known as Streptococcus bovis biotype I) is an increasing cause of endo-
carditis among streptococci and frequently associated with colon cancer. S. gallolyticus is part of the rumen
flora but also a cause of disease in ruminants as well as in birds. Here we report the complete nucleotide
sequence of strain UCN34, responsible for endocarditis in a patient also suffering from colon cancer. Analysis
of the 2,239 proteins encoded by its 2,350-kb-long genome revealed unique features among streptococci,
probably related to its adaptation to the rumen environment and its capacity to cause endocarditis. S.
gallolyticus has the capacity to use a broad range of carbohydrates of plant origin, in particular to degrade
polysaccharides derived from the plant cell wall. Its genome encodes a large repertoire of transporters and
catalytic activities, like tannase, phenolic compounds decarboxylase, and bile salt hydrolase, that should
contribute to the detoxification of the gut environment. Furthermore, S. gallolyticus synthesizes all 20 amino
acids and more vitamins than any other sequenced Streptococcus species. Many of the genes encoding these
specific functions were likely acquired by lateral gene transfer from other bacterial species present in the
rumen. The surface properties of strain UCN34 may also contribute to its virulence. A polysaccharide
capsule might be implicated in resistance to innate immunity defenses, and glucan mucopolysaccharides,
three types of pili, and collagen binding proteins may play a role in adhesion to tissues in the course of

endocarditis.

Several studies have reported that the proportion of infec-
tive endocarditis due to Streptococcus gallolyticus has increased
during the last decades, concomitantly with a decrease of cases
due to oral streptococci (35). S. gallolyticus is now becoming
the first cause of infectious endocarditis among streptococci in
Europe (16). Furthermore, S. gallolyticus endocarditis is asso-
ciated with rural residency, suggesting transmission from ani-
mals (29). However, the reasons for the emergence of this
pathogen remain poorly understood. S. gallolyticus belongs to
the Streptococcus bovis group known for more than 60 years to
cause endocarditis (45). Recently, the former species S. bovis
has been divided into four major species (50, 53). S. gallolyticus
corresponds to S. bovis biotype I (mannitol fermentation pos-
itive), the closely related species S. pasteurianus to biotype 11/2
(mannitol negative and B-glucuronidase positive), and the
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Génomique Bactérienne, Institut Pasteur, 28 rue du Dr Roux, 75724
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more distantly related species S. infantarius to biotype II/1
(mannitol negative and B-glucuronidase negative). S. mace-
donicus, the fourth species, commonly found in cheese, is non-
pathogenic and also considered a S. gallolyticus subspecies (53,
62). A majority of endocarditis cases was due, among the
formerly S. bovis group, to S. gallolyticus strains (4).

Multiple studies have shown that endocarditis due to S.
gallolyticus as well as positive blood culture for this species is
often associated with gastrointestinal malignancy (4, 6). This
association has led to a strong indication for gastrointestinal
investigation and endoscopic follow-up in the case of S. gallo-
Wyticus infections (66). The association of S. gallolyticus infec-
tion with colon cancer is a major but still unsolved issue. It may
be just incidental, as the alteration of the digestive mucosa may
favor the translocation of the bacteria into the bloodstream.
Alternatively, the tumor may contribute to the proliferation of
S. gallolyticus in close proximity to the gut epithelium, increas-
ing its probability of translocating through the gut barrier. It
has also been suggested that the bacterium itself contributes to
carcinogenesis (60, 69). In addition to human disease, S. gallo-
lyticus may also cause diseases in animals, like septicemia in
pigeons (19), outbreaks in broiler flocks (11), or bovine mas-
titis (28).

Independent from its association to disease, S. gallolyticus
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has been isolated as a tannin-resistant bacterium from the
feces of different mammalian herbivores, including the koala
(48) or the Japanese large wood mouse (52), and it is also a
normal inhabitant of the rumen (39). Its resistance to tannins
is linked to its tannase activity, a characteristic which also led
this bacterium to be named “gallolyticus” as it is able to decar-
boxylate gallate, an organic acid derived from tannin degrada-
tion. S. gallolyticus is also known to express other degradative
functions unique among streptococci, like a bile salt hydrolase
or an amylase. These properties allow its multiplication outside
the animal host, as S. gallolyticus was isolated from a digester
fed with shea cake (derived from the nuts of the African tree
Vitellaria paradoxa) rich in tannins and aromatic compounds
(12). S. gallolyticus is a commensal of the human intestinal tract
but remains a rarely detected (2.5 to 15%) low-abundance
species (10, 40). In herbivores, overgrowth of S. bovis may
become deleterious. For example, ingestion of large amounts
of rapidly fermented cereal grains leads to a destabilization of
the rumen flora and to the proliferation of acid-tolerant bac-
teria, including S. gallolyticus. This is accompanied by the over-
production of mucopolysaccharides that stabilize the foam,
resulting in feedlot bloat, a significant cause of economical loss
(14).

Virulence and colonization factors of S. gallolyticus in hu-
mans are largely unknown. Studies of the bird host have shown
that this Streptococcus species expresses a capsular polysaccha-
ride, and five different serotypes have been described (19). In
addition, electron microscopy studies have revealed the pres-
ence of fimbria-like structures on the surface of S. gallolyticus.
It was hypothesized that capsules and/or fimbriae are involved
in virulence (63). S. gallolyticus isolates responsible for endo-
carditis exhibited heterogeneous patterns of adherence to ex-
tracellular matrix (ECM) proteins, which suggests that they
produce different surface components (55). Recently, a colla-
gen binding adhesin together with 10 putative ECM binding
proteins were identified in the draft genome sequence of a
human isolate of S. gallolyticus (54).

Here we describe the sequence and analysis of the genome
of S. gallolyticus strain UCN34 isolated from a human case of
endocarditis associated with colon cancer. Analysis of the pre-
dicted proteins revealed unique metabolic and cell surface
features among streptococci, which contribute to its adaptation
to the rumen and to its ability to cause endocarditis. We
showed by comparative genomics that many of the correspond-
ing genes were probably acquired by lateral gene transfer
(LGT) from other Firmicutes of the gut microbiota.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions. S. gallolyticus subsp. gallo-
Iyticus strain UCN34 was isolated in 2001 at the Hospital in Caen (Calvados,
France) and is resistant to tetracycline. It was recovered from blood cultures of
a 70-year-old man with a 1-month history of intermittent fever. The patient was
found to have endocarditis of his native aortic valve. He was successfully treated
with amoxicillin and gentamicin. Subsequent digestive endoscopy revealed a colic
cancer, which led to a partial colectomy. For the construction of the large insert
library and the shotgun libraries, pSYX34 and XL10-blue Kan" (Stratagene) or
pcDNA2.1 (Invitrogen) and XL2-blue were used as vectors or recipient strains,
respectively. Escherichia coli and S. gallolyticus strains were grown in Luria and
brain heart infusion (BHI) broth, respectively.

Seq ing and bly methods. Genome sequencing was performed using
the conventional whole-genome shotgun strategy (24, 26). Two libraries (1- to
2-kb and 2- to 3-kb inserts) were generated by random mechanical shearing of

GENOME SEQUENCE OF STREPTOCOCCUS GALLOLYTICUS 2267

genomic DNA and cloning into pcDNA-2.1 (Invitrogen). A scaffold was obtained
by end sequencing clones from a medium-size insert library (5 to 10 kb) in the
low-copy-number vector pSYX34 (68). Recombinant plasmids were used as
templates for cycle sequencing reactions consisting of 35 cycles (96°C for 30 s;
50°C for 15 s; 60°C for 4 min) in a thermocycler. Samples were precipitated and
loaded onto 96-lane automatic capillary 3700 and 3730 DNA sequencers (Ap-
plied Biosystems). In an initial step, 30,240 sequences from the three libraries
were assembled into 144 contigs using the Phred/Phrap/Consed software (22, 32).
CAAT Box (25) was used to predict links between contigs. PCR amplification
products amplified from UCN34 chromosomal DNA as template were used to fill
gaps and to resequence low-quality regions using primers designed by Consed. If
no link was predicted between contigs, direct sequencing with chromosomal
DNA as template was performed. Sequence reactions consisted of 99 cycles
(96°C for 30 s; 50°C for 15 s; 60°C for 4 min) in a thermocycler. A total of 250
mM betaine was added to the reaction mixture.

Annotation methods. The CAAT Box environment (25) was used for genome
annotation. Coding sequences (CDS) were defined by combining GeneMark
predictions (38) with visual inspection of each open reading frame (ORF) for the
presence of a start codon with an upstream ribosome binding site and BlastP
similarity searches of the Nrprot database (2). The GeneMark predictions were
trained on a set of ORFs longer than 300 codons encoding proteins similar to
proteins with known function present in public databases. Initially, only CDS
longer than 80 codons were retained. Subsequently, all CDS between 40 and 80
codons were searched using the same matrix, but only those with a high coding
probability, as predicted by GeneMark, were retained. In a final step, all inter-
genic regions were searched for short or truncated genes by BlastX comparisons
with protein sequence libraries. Limits of the rRNA operons were identified by
homology with the other streptococcal genomes; tRNAs were searched using
tRNAscan-SE (41).

All predicted CDS were examined visually. Function predictions were based
on BlastP similarity searches and on the analysis of motifs using the PFAM
databases. Toppred2 was used to identify transmembrane domains (15), SignalP
version 2.0 to predict signal peptide regions (44), and LipPred to predict lipopro-
teins (58). Orthologs between S. gallolyticus UCN34 and Streptococcus agalactiae
(strain NEM316) (31), Streptococcus suis (strain 05ZYH33) (13), Streptococcus
thermophilus (strain CNRZ1066) (7), Streptococcus mutans (strain UA159) (1),
Streptococcus sanguinis (strain SK36) (67), Streptococcus uberis (strain 0140J])
(64), Streptococcus pyogenes (strain M1) (23), Streptococcus pneumoniae (strain
TIGR4) (59), and Streptococcus zooepidemicus (strain MGCS10565) (5) were
defined as genes showing bidirectional best hits by S. gallolyticus proteome BlastP
comparisons. The threshold was set to a minimum of 50% sequence identity and
a ratio of 0.8 to 1.25 of the protein length. Multiple sequence alignments were
done using T-Coffee, and the phylogenetic trees by a Bayesian analysis using
MrBayes at the phylogeny website (http://www.phylogeny.fr/) (20).

Nucleotide sequence accession number. The S. gallolyticus UCN34 genome
sequence is available from DDBJ/GenBank/EMBL under accession number
FN597254.

RESULTS AND DISCUSSION

General properties and comparative genomics. The genome
of S. gallolyticus strain UCN34 consists of a single circular
chromosome of 2,350,911 bp (Fig. 1). It is second in size among
streptococcal strains for which complete genome sequences
are publicly available, being only 37 kb smaller than the S.
sanguinis SK36 genome (67). The G+C content of the genome
is 37.6%. It contains six TRNA operons, 71 tRNA genes, and
2,239 protein coding genes, 13 of which are pseudogenes. The
average gene size is 306 codons, accounting for 87% of the
genome. These values are similar to the average values re-
ported for the genus Streptococcus (5). We assigned functional
annotations to 1,586 proteins, whereas 574 proteins were an-
notated as conserved hypothetical proteins. S. gallolyticus
UCN34 encodes only 79 proteins without similarity to proteins
described in the sequence databases (E value threshold of e-3).
This small number of orphan genes probably reflects both the
large number of sequenced streptococcal genomes and the
relative paucity of UCN34 in mobile genetic elements, which
commonly carry orphan genes (17). However, 454 genes, i.e.,
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FIG. 1. Circular genome map of S. gallolyticus UCN34 showing
the position and orientation of predicted genes. From outside to
inside, circle 1, protein coding genes on the + and — strands, with
genes with nonstreptococcal best BlastP hit in black; circle 2, G/C
bias (G+C/G—C); circle 3: G+C content, with <30.9% G+C in
yellow, between 30.9% and 44.4% G+C in orange, and with
>44.4% G+C in red; circle 4, stable RNA coding genes. Numbers
in blue on the external circle correspond to genes discussed in the
text: polysaccharide utilization (1, gallo_0112; 2, gallo_0162; 3,
gallo_0189; 4, gallo_0330; 5, gallo_0757; 6, gallo_1462; 7, gallo_1577-
1578; 8, amyE), vitamin biosynthesis (9, panBCD; 10, panE; 11,
ribDEAH; 12, bioBDY), polysaccharide biosynthesis (13, gallo_0364-
0367; 14, cps operon; 15, gallo_1052-1057), pilus operons (16,
gallo_1568-1570; 17, gallo_2040-2038; 18, gallo_2179-2177), and de-
toxification (19, bsh; 20, gallo_0906; 21, tanA; 22, gallo_1609; 23,
gallo_2106). The scale in kb is indicated outside the genome, with
the predicted origin of replication being at position 0.

one-fifth of the predicted genes, encode proteins showing a
best BlastP hit with proteins from nonstreptococcal species.
Most of them are clustered in genomic regions of up to 61
genes (in black in Fig. 1). The best BlastP hits were predom-
inantly with other Firmicutes species, principally with entero-
coccli, lactobacilli, bacilli, and clostridia, bacterial species also
present in the rumen microbiota and in the human gut (Fig. 2).
This result suggests that these genes were acquired by LGT.
Analysis of the functional categories of these genes revealed
that they are enriched in functions related to transport, carbo-
hydrate metabolism, cofactor biosynthesis, detoxification, and
regulation, which may account for the specific adaptation of S.
gallolyticus to the rumen environment (see Fig. S1 in the sup-
plemental material).

To get a better insight into the relationship of S. gallolyticus
with other streptococcal species, we compared its genome se-
quence with those of 10 other completely sequenced strepto-
coccal species (Table 1). S. gallolyticus showed the largest num-
ber of orthologous genes with S. agalactiae, a gut-adapted
pyogenic Streptococcus species and a major cause of neonatal
infections that also causes mastitis in the bovine host, and with
S. mutans, a Streptococcus species of the viridans group respon-
sible for dental caries. A high proportion of best BlastP hits

J. BACTERIOL.

was also found with S. salivarius, a commensal Streptococcus
species from the dorsum of the tongue and the saliva belonging
also to the viridans group (Fig. 2). Therefore, S. gallolyticus
shares properties mainly with two oral streptococci from the
viridans group and with the gut-associated species S. agalactiae.
As these different species do not cluster phylogenetically (57),
this gene content conservation likely reflects conserved life-
style and niche adaptation rather than phylogenetic proximity.
In contrast, 687 genes of strain UCN34 did not show any
ortholog among the 10 other sequenced streptococci. Among
these genes, 244 have, nevertheless, a best BlastP hit with a
streptococcal gene. This observation indicates that they have
been acquired by LGT from other streptococci or that they are
paralogous genes. In addition to having transport, carbohy-
drate metabolism, and regulatory functions, they are enriched
in genes coding for surface proteins and proteins implicated in
cell wall biosynthesis (see Fig. S2 in the supplemental mate-
rial). These functions are probably involved in the interaction
of S. gallolyticus with the gut environment and its ability to
cause disease in humans (see below).

S. gallolyticus metabolizes a broad range of carbohydrates of
plant origin. The most remarkable feature of the catabolism of
S. gallolyticus as deduced from the genome sequence is that it
should have the capacity to degrade diverse complex polysac-
charides (Table 2). Strain UCN34 was predicted to utilize plant
storage carbohydrates, like various forms of alpha glycoside
polymers, including starch and glycogen. Furthermore the ge-
nome encodes nine members of the maltogenic alpha amylase
family (glycosidase family 13), including a secreted alpha amy-
lase homologous to the Bacillus subtilis amyE gene product. In
addition, S. gallolyticus UCN34 should be able to utilize poly-
mers of fructose, levan, and inulin, which are storage polysac-
charides in plants, as we identified a gene encoding a secreted
membrane-bound fructan hydrolase (fru4). Unique among
streptococci is the presence of genes encoding secreted en-
zymes predicted to be involved in the degradation of insoluble
polysaccharides of the plant cell wall. The gene gallo_0162
encodes a putative secreted mannanase with a C-terminal do-
main similar to known Bacillus mannanases, whereas the N-
terminal domain is a carbohydrate-binding domain, and gene
gallo_0330 encodes a secreted protein highly similar to Rumi-
nococcus albus endoglucanase V with cellulase activity (47).
Strain UCN34 also synthesizes two putative secreted pectate
lyases (Gallo_1577 and Gallo_1578). The catalytic domain of
these two paralogous proteins is similar to that of the pectate
lyase from Clostridium acetobutylicum. Finally, gallo_0189 en-
codes a putative secreted arabinogalactan endo-1,4-beta-galac-
tosidase similar to a protein from Enterococcus faecium. These
genes encoding glycosyl hydrolases are located in chromo-
somal regions sharing few orthologs with other streptococci,
suggesting that they might have been gained by LGT.

It is known that S. gallolyticus is able to use a broad range of
carbohydrates, like cellobiose, fructose, galactose, glucose, lac-
tose, maltose, mannitol, melibiose, raffinose, and trehalose
(12). In order to investigate the predictions made from the
genome analysis, we further tested the capacity of S. gallolyti-
cus to utilize different carbon sources using the API-50 assay
(bioMérieux). This showed that strain UCN34 is indeed able to
ferment mannose, N-acetylglucosamine, salicin, sucrose, inu-
lin, starch, glycogen, and gentobiose (data not shown). In
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FIG. 2. Distribution of best BlastP hits. Blue, pyogenic streptococci; purple, viridans group streptococci; green, other streptococci; orange,

other Firmicutes; black, others.

agreement with these observations, genome analysis revealed
an extremely broad range of sugar permeases, as among the
322 genes possibly involved in transport, 80 were predicted as
specific for carbon sources. As an example, strain UCN34
expresses 25 transporters of the phosphotransferase systems
(PTS), whereas S. mutans and S. uberis, two species known for
their ability to ferment numerous sugars, express only 14 and
15 PTS transporters, respectively (1, 64). These 25 PTS trans-
porters belong to the seven categories defined by Barabote and
Saier according to their specificity for different sugars (3):
glucose (10), lactose (5), ascorbate (3), fructose (2), mannose
(2), galactitol (2), and glucitol (1). Strain UCN34 encodes a
great diversity of enzymes to metabolize these carbohydrates,
including 33 hydrolases belonging to nine different families. In
particular, it encodes 11 phospho-beta-glucosidases (family 1)
involved in degrading plant-derived polysaccharides, which is a
number similar to that reported for S. uberis, which is known to
utilize metabolites deriving from the degradation of plant poly-

saccharides (64). In addition to the ability to utilize and de-
grade plant sugars, S. gallolyticus is adapted to use other nu-
triments of plant origin, as it is the only streptococcus able to
utilize malate, a keto acid that occupies a central role in plant
metabolism. Strain UCN34 expresses a malolactic enzyme (en-
coded by gallo_2048) associated with a malate transporter (en-
coded by gallo_2049).

Taken together, the specific catabolic capacities of S. gallo-
Iyticus identified from its genome sequence suggest that they
provide a selective advantage to this bacterium for life in the
gut environment of herbivores, as it contains a large diversity
of compounds of plant origin. S. gallolyticus should be able to
degrade them and does not depend on other microorganisms
for the initial degradation of insoluble plant polysaccharides
which are abundant in this environment.

S. gallolyticus has only few nutritional requirements. Al-
though most streptococci are auxotrophic for several amino

TABLE 1. Genome comparison
Parameter S. agalactiae  S. pyogenes zooepitfe"micus S. uberis  S. mutans  S. sanguinis ~ S. gordqnii S. pneumoniae  S. thermophilus S. suis
NEM316 SF370 MGCS10565 0140 UA159 SK36 Challis TIGR4 CNRZ1066 05ZYH33
No. of orthologs 1,128 974 1,008 1,095 1,211 1,052 1,051 972 1,048 954
No. of CDS 2,094 1,697 1,893 1,825 1,960 2,270 2,051 2,104 1,915 2,186
% of orthologs® 54 57 53 60 62 46 51 46 55 44
No. of best 372 115 124 134 386 40 59 47 215 56
orthologs
No. of orthologs 40 15 13 18 44 6 7 12 25 24
identified in a
single genome
No. of best 392 130 163 119 382 45 57 67 258 79

BlastP hits”

“ According to the target genome.
® In this species, by BlastP search against the NCBI nr protein database.
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TABLE 2. Secreted polysaccharide hydrolases

Gene name Predicted activity

Best blast hit Binding domain

Plant cell wall constituents

gallo_0162 Mannanase

gallo_1578 Pectate lyase

gallo_1577 Pectate lyase

gallo_0189 Endo-beta-1,4-galactanase
gallo_0330 Beta-1,4-endoglucanase V (cellulase)

Plant reserve polysaccharides

gallo_0757 Alpha-amylase
gallo_1462 Pullulanase

amyE Alpha-amylase
gallo 0112 Fructan hydrolase

Bacillus Lectin domain
Clostridium acetobutylicum
Clostridium acetobutylicum
Enterococcus faecium

Ruminococcus albus

Lectin domain

S. equi Starch binding
S. suis LPXTG motif
B. subtilis

S. sanguinis LPXTG motif

acids and vitamins, previous experiments have shown that most
S. bovis strains show an absolute requirement only for biotin,
while thiamine stimulates growth, and no requirement for any
amino acid (45). In agreement with this observation, we iden-
tified from the genome of strain UCN34 the complete biosyn-
thetic pathways for the 20 amino acids (aa) and for selenocys-
teine. Comparison of the distribution of these genes among
streptococci (Table 3) showed that streptococci isolated from
the oral cavity, such as S. mutans, S. sanguinis, S. gordonii, and
S. pneumoniae, have the capacity to synthesize most amino
acids. However, S. gallolyticus and S. mutans are the only two
Streptococcus species expressing the glutamate synthase genes
(gltAB) clustered in an operon with the glutamine synthetase
gene (glnA). The glutamate synthase is a key enzyme in con-
junction with glutamine synthetase for the assimilation of am-
monium ions into cellular metabolic pathways. The genetic
organizations of the amino acid biosynthetic pathways are

identical in S. gallolyticus and in S. mutans, which is also a
prototroph for all amino acids. The analysis of the distribution
of the different amino acid biosynthetic pathways among the 11
Streptococcus species shown in Table 3 suggests that the com-
mon ancestor of the genus was proficient in synthesizing all
amino acids, and then during evolution, a heterogeneous gene
loss took place in the different Streptococcus species, leading to
different synthesis capacities. Among nonoral streptococci, S.
gallolyticus is particular, as it has kept the ability to synthesize
all 20 amino acids.

In agreement with the growth requirements, we identified
the complete pathways for the synthesis of multiple vitamins,
including riboflavin (B2), nicotine amide (NAD, B3), pantho-
tenate (BYS), pyridoxine (B6), and folic acid (B9), and partial
biosynthetic pathways for biotin (B8) and thiamine (B1) (Table
4). S. gallolyticus is the only Streptococcus species that possesses
complete biosynthetic pathways for panthotenate and NAD,

TABLE 3. Amino acid biosynthetic pathways in 11 Streptococcus species

S. gallolyticus aga Ii‘c tige S. pyogenes zooepi(i;micus S. uberis S. mutans S. sanguinis S. gordonii pneurioniae p hermo-p hilus S. suis

UCN34 NEM316 MI1GAS MGCS10565 0140 UA159 SK36 Challis TIGR4 CNRZ1066 05ZYH33

argCIBD argF argF argF argF argCIBD argCIBD argCJIBD argF argCJIBD argF

argF argGH argGH argF argF argF argF argGH

argGH argGH argGH argGH argGH

aroFBDC aroFBC aroFC aroFC aroFC aroFBDC aroFBDC aroFBDC aroFBDC aroFBDC aroFBDC

aroEK aroEK aroEK aroEK aroEK aroEK aroEK aroEK aroEK aroEK aroK

pheA pheA pheA pheA pheA pheA

trpEGDCFBA  trpG trpG tpG trpEGDCFBA  tpEGDCFBA  tpEGDCFBA ~ trpEGDCFBA  trpEGDCFBA

tyrA tyrA tyrA tyrA tyrA tyrA tyrA

cysEK cysEK cysEK cysEK cysEK cysEK cysEK cysEK cysEK cysEK cysEK

dapA dapA dapA dapA dapA dapA dapA dapA

dapB dapB dapB dapB dapB dapB dapB dapB

dapD dapD dapD dapD dapD dapD dapD dapD

lysA lysA lysA lysA lysA lysA lysA lysA

ginA glnA glnA glnA glnA ginA glnA glnA glnA glnA glnA

gltAB gltAB

glyA ghyA ghyA ghyA ghyA glyA glyA ghyA ghA ghA ghyA

hisCGDBHAFI hisCGDBHAFI hisCGDBHAFI hisCGDBHAFI

ilvDBHCA ilvDBHCA ilvDBHCA ilvDBHCA ilvDBHCA ilvDBHCA ilvDBHCA

leuABCD leuABCD leuABCD leuABCD leuA leuABCD leuABCD

metA metE metK metK metK metA metA metA metA metA metA

metC metK metC metC metC metC metC metC

metE metE metK metK metK metK metK

metK metK

proBA proBA proBA proBA proBA proBA proA proA proA proBA proA

prol prol prol prol prol prol prol

serCA serCA serCA serCA serCA serB serCA serCA

serB serB serB serB serB serB serB

hom hom thrBC hom hom thrBC ~ hom hom hom hom hom hom thrBC

thrBC thrBC thrBC thrBC thrBC thrBC thrBC
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TABLE 4. Vitamin biosynthetic pathways in 11 Streptococcus species
S. gallolyticus S. agalactiae  S. pyogenes . . S. uberis S. mutans  S. sanguinis S. gordonii S. pneumoniae S. thermophilus S. suis
UCN34 NEM316 MIGAS Z?;E’;”Cd;%?g; 0140 UA159 SK36 Challis TIGR4 CNRZ1066  05ZYH33

BioBDY bioB
fol CEPBK fol CEPBK fol CEPBK  folCEPBK fol CEPBK folCEPBK  folCEP folE folE fol CEPBK  fol CEPBK
folD folD folD folD folD folD folD folD folD folD folD
nadABC
nadE nadE nadE nadE nadE nadE nadE nadE nadE nadE nadE
panBCD pank
pank
ribDEAH ribDEAH ribDEAH
ribF ribF ribF ribF ribF ribF ribF ribF ribF ribF ribF
tenA thiEMD  tenA thiEMD thiEMD thiEMD
thil thil thil thil thil thil thil thil thil thil thil
thiN thiN thiN thiN thiN thiN thiN thiN thiN thiN thiN

whereas riboflavin biosynthesis is present only in S. gallolyticus,
S. agalactiae, and S. pneumoniae. Pantothenate biosynthesis
involves four enzymatic steps from o-ketoisovalerate and L-
aspartate catalyzed by the products of panB, -C, -D, and -E.
The panBCD operon of S. gallolyticus is highly similar to those
present in various clostridial species, bacteria that are also
present in the rumen. In contrast, the panE gene encoding a
2-dehydropantoate 2-reductase is located elsewhere on the
chromosome and has an ortholog only in S. thermophilus. The
high identity of the two panE genes (97% at the nucleotide
level) indicates a recent event of LGT between the two strep-
tococcal species. S. gallolyticus is also able to synthesize NAD
from aspartate in three steps. The nadABC operon, encoding a
quinolinate synthetase, an L-aspartate oxidase, and a nicotin-
ate-nucleotide pyrophosphorylase, respectively, is organized
again similarly to counterparts found in various clostridial spe-
cies present in the rumen. Finally, phylogenetic analysis of the
rbDEAH operon, encoding the enzymes catalyzing the four
steps of riboflavin biosynthesis in S. gallolyticus, S. agalactiae,
and S. pneumoniae revealed that they do not cluster on the
evolutionary tree and that they were thus probably gained
independently by LGT (see Fig. S3 in the supplemental mate-
rial). These genes, like the gene involved in panthotenate and
NAD biosynthesis, are clustered in regions predicted to have
been acquired by LGT. Although we cannot rule out that all
other species have lost these genes, we suggest that unlike with
the genes coding amino acid biosynthesis pathways, the above-
described functions were acquired from other gut bacteria by
LGT and the common ancestor was likely auxotrophic for
these vitamins.

The genome analysis suggests that due to the very few nu-
tritional requirements of S. gallolyticus it can grow in an envi-
ronment containing a diverse range of carbohydrates and poor
in amino acids and vitamins, probably enabling it to outcom-
pete auxotrophic bacteria in the rumen and in the human
colon.

S. gallolyticus expresses diverse and unique functions among
streptococci that are necessary to survive in hostile environ-
ments. S. gallolyticus has a particularly versatile lifestyle, with
the capacity to adapt to different environments and to survive
harsh conditions. It colonizes different mammalian and bird
hosts, causes a broad range of diseases, and was also isolated
outside a host as the major species in a continuous digester fed

with shea cake (12). In agreement with its adaptation capaci-
ties, the genome of strain UCN34 encodes more regulatory
proteins than any other streptococcal genome sequenced to
date, as 177 genes (7.7% of all predicted genes) are devoted to
regulatory functions. This proportion is slightly higher than
that of L. monocytogenes (7.3%) (30) and close to that found in
Pseudomonas aeruginosa (8.4%) (56), which are both environ-
mental opportunistic pathogens characterized by their capacity
to colonize diverse environments.

Another specific characteristic of S. gallolyticus that is im-
portant in hostile environments is its ability to degrade tannins,
which are toxic polyphenolic compounds that form strong com-
plexes with proteins and other macromolecules. Indeed, a
gene, tanA, encoding a 596-aa-long protein 43% identical to
the tannase recently described for Staphylococcus lugdunensis
(46), is present in its genome. Like S. lugdunensis tannase,
TanA is predicted to be exported and contains a conserved
lipobox motif (LTACS) at the cleavage site of the signal pep-
tide, indicating that it may be a lipoprotein that remains at-
tached to the cell membrane. Strain UCN34 also expresses a
nonsecreted protein similar to TanA (Gallo_1609). This pro-
tein has homologs in diverse Firmicutes species and may have
a similar hydrolase activity. tanA and gallo_1609 have no coun-
terpart in other streptococcal genomes and were probably
gained by LGT.

Degradation of hydrolyzable tannins by S. gallolyticus pro-
duces a phenolic compound, gallic acid, which may also be
toxic. However, S. gallolyticus is able to decarboxylate gallate
and to use it as an alternative carbon supply (12). This capacity
may be achieved by two decarboxylases encoded in the genome
that have no orthologs in other sequenced streptococcal ge-
nomes. Gallo_2106 (PadC) is predicted to be a phenolic acid
decarboxylase similar to those present in lactobacilli and ba-
cilli. For example, the B. subtilis PadC protein decarboxylates
phenolic compounds and is implicated in the phenolic acid
stress response (61). Gallo_0906 belongs to the carboxymu-
conolactone decarboxylase family. Both activities may account
for the ability of S. gallolyticus to decarboxylate gallate but also
other phenolic compounds, like protocatechuic p-coumaric or
caffeic and ferulic acids, as previously described (12).

Another important feature enabling S. gallolyticus to multi-
ply in the gut environment is its capacity to hydrolyze bile salt
conferring resistance to this detergent. This capacity is proba-
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A. Capsule biosynthesis operon
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B. Glucan biosynthesis operon
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D. hemicellulose-like biosynthesis operon
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TH sucrose 1%
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FIG. 3. Loci involved in the synthesis of extracellular polysaccharides. (A) The 12-gene operon responsible for the synthesis of the capsular
polysaccharides. cpsA (gallo_0944) encodes a regulator of the LytR family, cpsE (gallo_0948) an undecaprenyl-phosphate glycosyl-1-phosphate
transferase, c¢psF (gallo_0949) a rhamosyl transferase, cpsH (gallo_0950) a polymerase, cpsl and cps/ (gallo_0951) sugar transferases, cpsK
(gallo_0953) the transporter or flippase, cpsL (gallo_0954) a CDP-glycerol:polyglycerol phosphate glycero-phosphotransferase, and cpsM
(gallo_0955) a glycerol-3-phosphate cytidylyltransferase. The color of the arrow indicates the species encoding the best BlastP hit: red, S.
pneumoniae; blue, S. agalactiae; orange, S. thermophilus; and black, other. (B) Putative locus involved in mucopolysaccharide biosynthesis. Genes
encoding glycosytransferases are in blue and regulators in red. (C) S. gallolyticus UCN34 grown on TH medium supplemented with 1% glucose
or sucrose. (D) Operon putatively involved in the biosynthesis of a hemicellulose-like molecule. gallo_0364 encodes a putative diguanylate cyclase,
gallo_0365 and gallo_0366 encode two putative glycosyl transferases, and gallo_0367 encodes a 12-transmembrane domain protein.

bly linked to the bsh (gallo_0818) gene encoding a protein
highly similar to Listeria monocytogenes bile salt hydrolase
(63% identity) (21). This activity, not yet described for another
streptococcus, is commonly found in diverse bacteria dominant
in the gut community, like Clostridia, Lactobacillus, or Bacte-
roidetes organisms.

In addition to these enzymatic activities, S. gallolyticus ex-
presses a broad range of transport systems possibly involved in
the adaptation to diverse environments. We predicted 25 genes
encoding efflux proteins likely involved in detoxification. Strain
UCN34 expresses six efflux proteins belonging to the multidrug
and toxic compound extrusion (MATE) family, whereas other
streptococci (S. gordonii and S. uberis) encode not more than
three efflux proteins of this family. Furthermore, strain UCN34
encodes 58 proteins probably transporting inorganic com-
pounds. Among those, eight have no counterpart in other
sequenced streptococcal genomes (including a sulfate family
and two heavy-metal transporters). It also expresses three dif-
ferent iron transport systems; gallo_0590 encodes an NRMAP
Mn* ", Fe* " transporter; gallo_1771-1774 an iron ABC trans-
porter; and gallo_0619-0620 a ferrous iron transporter. Strain
UCN34 is, among the sequenced streptococci, the only one to
express all three systems, conferring to S. gallolyticus probably
a higher capacity to capture iron, a compound rare in the
digestive tract and the environment.

In the gut environment, bacteria need to defend themselves
against diverse viruses and other mobile genetic elements
(MGE) that may aggress them. CRISPR small RNAs are im-
portant in the bacterial response to these invaders. Strikingly,
strain UCN34 carries two CRISPR loci located next to each
other on the chromosome that belongs to the two major classes
of CRISPR loci (8). The first one, with 16 spacer sequences,
is associated with three cas (CRISPR-associated) genes,

gallo_1439 to gallo_1437. The second locus contains 14 spacers
and four cas genes, gallo_1443 to gallo_I1446. Together with S.
thermophilus, strain UCN34 is the only Streptococcus species
whose genome sequence is known that encodes multiple
CRISPR systems. They may contribute to its resistance to
phages and other mobile elements.

S. gallolyticus synthesizes diverse polysaccharides. S. gallo-
Iyticus is known to produce an extracellular capsule considered
a virulence factor. We identified an operon containing 12 genes
encoding proteins similar to enzymes involved in the biosyn-
thesis of capsular polysaccharides of different streptococci, in
particular of S. pneumoniae and S. thermophilus exopolysac-
charides (Fig. 3A). Its organization and encoded proteins
showed a high degree of similarity with those of the S. pneu-
moniae serotype 23F capsule, although the best BlastP hits for
the polymerase (encoded by ¢psH) and for the undecaprenyl-
phosphate glycosyl-1-phosphate transferase (encoded by cpsE)
were to the serotype VIII capsular proteins of S. agalactiae.
Thus, this operon probably encodes the functions for the syn-
thesis of a capsular structure of S. gallolyticus, which might
confer its resistance to complement and to innate immunity,
allowing survival in blood as described for these two patho-
genic streptococci (37, 43). It has also been shown that S.
gallolyticus expresses the human sialyl Lewis antigen, which
may contribute to the ability of this bacterium to cross the
vascular endothelium (34). The above-described locus may
encode the polysaccharide mimicking the human sialyl Lewis
antigen.

It was shown that the production of mucopolysaccharides by
S. bovis increases the viscosity of ruminal fluid and stabilizes
the foam implicated in frothy feedlot bloat (14). A second
locus identified in the UCN34 genome encodes three different
glycosyl transferases where each structural gene is associated
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with a regulatory gene (Fig. 3B). gallo_1053, encoding a non-
secreted transferase, is preceded by an abrB-like regulatory
gene, and the two paralogous genes gallo_1055 and gallo_1057,
encoding secreted transferases, highly similar to the three gly-
cosyltransferases, GtfA, GtfB, and GtfC, of S. mutans, are each
preceded by an rgg-like regulatory gene. In S. mutans, the three
extracellular glucosyltransferases are involved in the biosyn-
thesis of insoluble glucans from sucrose. These glucans medi-
ate the adherence of the bacterial cells to the tooth surface and
contribute to biofilm formation. The similarity of the genetic
organization and the clustering of the three glycosyl trans-
ferase genes in S. gallolyticus strongly support the hypothesis
that these genes were acquired by LGT from oral streptococci.
In order to learn whether strain UCN34 is able to produce
glucans, we compared growth on Todd-Hewitt (TH) medium
supplemented either with glucose or sucrose (Fig. 3C).
Whereas the colonies on TH-glucose medium were small and
nonshiny, they were extremely mucoid on medium supple-
mented with sucrose. This suggests that the glucans produced
by these glycosyl transferases represent the mucopolysacchar-
ides produced during feedlot bloat in cattle (14). Thus, among
streptococci, S. gallolyticus is the only one known to produce
both a capsule and a mucoid extracellular glucan.

Finally, we also identified an operon (gallo_0364-0367) pos-
sibly involved in the biosynthesis of hemicellulose (Fig. 3D).
These four genes encode two glycosyltransferases, including a
putative bacterial cellulose synthase (Gallo_0366), a trans-
membrane (TM) protein (Gallo_0367), and a putative digua-
nylate cyclase (Gallo_0364). Gallo_0364 contains the charac-
teristic GGDEF motif and carries, in addition, a PAS domain,
indicating that it is probably a sensory protein. Diguanylate
cyclases are shown to have important regulatory roles in many
bacteria. However, Gallo_0364 is the first example of such a
protein described for a streptococcal species. Furthermore,
cellulose biosynthesis in Gram-negative bacteria has been
shown to depend on cyclic di-GMP (51) and is involved in
biofilm formation (27). The polysaccharide produced by this
biosynthetic pathway may be part of the external matrix of a S.
gallolyticus biofilm.

Srain UCN 34 expresses diverse surface proteins and pili.
Together with the diversity of surface-exposed polysaccha-
rides, a large repertoire of genes encoding surface proteins
belonging to different families is present in the S. gallolyticus
genome. Many of them may be involved in its colonization
capacity and virulence. For example, strain UCN34 encodes a
putative fibrinogen/fibronectin binding protein (Fbp) and four
proteins related to staphylococcal collagen binding proteins
(Gallo_0577, Gallo_1570, Gallo_2032, and Gallo_2179). How-
ever, among these four proteins, only Gallo_2179 carries the
collagen binding motif and likely binds collagen. Collagen
binding has been shown to be required for the capacity of
Staphylococcus aureus to cause endocarditis (33). Similarly,
these proteins may contribute to the capacity of strain UCN34
to colonize the endocardium.

Nineteen proteins possess both an N-terminal signal peptide
and a C-terminal LPXTG sorting motif. Among these proteins,
three have predicted enzymatic functions: a subtilisin-like
serine protease (Gallo_0748), a pullulanase (Gallo_1462), and
a fructan hydrolase (FruA). Furthermore, three operons en-
coding a sortase C and two LPXTG motif proteins (gallo_1570-
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1568, gallo_2040-2038, and gallo_2179-2177) were identified.
These gene clusters present several characteristics of pilus
operons, indicating that strain UCN34 may have the capacity
to synthesize three different types of pilus appendages. Unlike
Gram-negative bacteria, Gram-positive bacteria polymerize pi-
lus subunits by transpeptidylation reactions catalyzed by sor-
tase C. These pili of Gram-positive bacteria have been shown
to contribute to the colonization of specific host tissues, the
modulation of host immune responses, and the development of
bacterial biofilms (42). In S. gallolyticus UCN34, two of these
pilus operons express a protein similar to collagen binding
proteins (Gallo_1570 and Gallo_2179), predicted to be ad-
hesins. Similarly, it was recently described for S. gallolyticus
strain TX20005 that it encodes three pilus operons and also
collagen binding proteins (54). The locus gallo_2179-2177 is
identical to the acbh locus of strain TX20005, and the locus
gallo_2040-2038 is identical to the sbsl5 locus. In contrast, the
third locus (gallo_1570-1568) is only distantly related to the
third locus of strain TX20005 (sbsI3). This indicates diversity
in the surface protein repertoire among S. gallolyticus isolates.

Expression of multiple sortase C proteins associated to pilus
loci is common in streptococci. However, strain UCN34 pre-
sents the unique property of expressing three highly similar
sortase A-encoding genes. In addition to the housekeeping srt4
gene located downstream the gyr4 gene, we identified two
paralogous genes both located on mobile genetic elements.
Gallo_1651 is carried by a predicted integrative and conjuga-
tive element (ICE) (ICESgall; encoded by gallo_1646 to gallo_
1703) that carries also a Tn916-like conjugative transposon
(encoded by gallo_1676-int to gallo_1700) expressing the tet(M)
determinant. Furthermore, within Tn916, the previously de-
scribed plasmid pBC16 which carried the fe#(L) determinant is
inserted (49). This presence of tet(M) and tet(L) explains the
resistance of strain UCN34 to tetracycline. Interestingly,
ICESgall expresses two LPXTG proteins (Gallo_1649 and
Gallo_1675), which may contribute to the conjugative transfer
of the element. The third sortase gene, gallo_0299, is also
located on an MGE, TnGallol. TnGallo1 carries also three
genes encoding LPXTG proteins and is similar to the recently
described conjugative transposon TnGBS2 of S. agalactiae (9).
Phylogenetic analysis of the amino acid sequences of these
three sortases indicates that they are closely related and clus-
tered within the housekeeping SrtA sequences of streptococci.
Therefore, the two additional sortase genes were probably
acquired by LGT of srt4 genes from related species (Fig. 4). It
is tempting to suggest that these additional sortase A genes
contribute to the propagation of MGEs by anchoring surface
proteins encoded by these elements and involved in their con-
jugative transfer; however, they may also contribute to the cell
wall anchoring of proteins encoded by the genome backbone
and to the general fitness of the cell.

Another important class of surface proteins is lipoproteins.
The genome of strain UCN34 encodes 42 lipoproteins (see
Table S1 in the supplemental material). Twenty-six are ABC
transporter substrate binding proteins, one is the above-de-
scribed tannase, one is a peptidyl-prolyl cis-frans isomerase,
and 14 are conserved hypothetical proteins. Further analysis of
the deduced protein sequences revealed in 27 out of the 42
lipoproteins the presence of a serine-rich motif following the
lipid-modified cysteine residue (Table S1). For example, the
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FIG. 4. Phylogenetic relationship of sortase A protein sequences with representative sequences from Firmicutes. The three sortase A encoded
by strain UCN34 are boxed. Gallo_0299 is expressed by TnGallo1 and Gallo_1651 by ICESgall. SrtA is the S. gallolyticus housekeeping sortase
encoded by the srt4 gene located downstream of the gyr4 gene. The scale bar represents (0.2 substitutions per site. The numbers at the branches
are posterior probabilities indicating the support for the branch. GI numbers for sequences are given in parentheses.

cysteine residue in Gallo_1845 is followed by 11 serine resi-
dues. Interestingly, alignments with similar proteins from other
streptococci revealed that the serine-rich domain is in most
cases not conserved. This indicated that this motif might be
specific for S. gallolyticus lipoproteins and recently acquired.
We thus searched for such motifs in the S. gallolyticus proteins.
We identified 16 proteins containing one or several serine-rich
domains that were not conserved in orthologous proteins of
other streptococci. These serine-rich regions are systematically
found in domains predicted to be extracellular (Table S1).
Similar polyserine repeat regions have been identified with
plant cell wall-degrading enzymes of environmental bacteria,
like Cellvibrio japonicus (18), Microbulbifer degradans (36), or
Saccharophagus degradans (65). It has been proposed that
these flexible spacer regions enhance substrate accessibility for
its degradation. Interestingly, in S. gallolyticus, these polyserine
repeats are found in surface-exposed proteins with diverse
predicted functions not directly related to carbohydrate deg-
radation. Some of them are involved in cell wall biosynthesis
(penicillin binding proteins 1A and 2C, p-alanyl-p-alanine-car-
boxypeptidase, and polyglycerol synthase) or in regulation
(protein kinase). They are thus possibly linked to specific in-
teractions of the bacteria with polysaccharides from the envi-
ronment or that they produce.

Conclusion. S. gallolyticus is an important cause of endocar-
ditis; still very little is known about the genetic basis of viru-
lence and niche adaptation. Analysis of the S. gallolyticus ge-
nome sequence has revealed important features that might
help to understand its virulence and survival strategies. We
identified an impressive number of functions that are specific
to the species S. gallolyticus among streptococci but that are
shared with Lactobacillus, Bacillus, and clostridial species be-
longing to the normal rumen flora, suggesting that S. gallolyti-
cus acquired different functions by LGT from other inhabitants
of the rumen to better adapt to this environment. These func-
tions may also provide some explanation for the association of

S. gallolyticus and colon cancer. In a healthy human gut, the
low prevalence of S. gallolyticus compared to what is observed
with ruminants is probably linked to the difference in diet and
to the different environments in the rumen and the human gut.
However, alterations of the gut due to colon cancer or neo-
plastic polyps may affect the flux of intestinal content, leading
to the accumulation of material, including plant-derived fibers
in close proximity to the epithelial cells and to the tumor. This
material is metabolically poor but rich in fiber carbohydrates
and possibly tannins. Thus, this may now represent a favorable
microenvironment for the proliferation of S. gallolyticus. Our
genome analysis therefore substantiates the model of over-
growth of S. gallolyticus linked to colon dysplasia and also
supports the observation that the prevalence of S. bovis in fecal
cultures from patients with carcinoma of the colon was signif-
icantly increased compared to that in controls (10, 40). Fur-
thermore, this proliferation together with the alteration of the
gut epithelium may favor translocation of the bacteria to the
bloodstream. Subsequently, the predicted capsular polysaccha-
rides will protect S. gallolyticus from innate immunity re-
sponses, and the surface proteins and pili showing ECM bind-
ing properties, including collagen binding, will aid its
adherence to endothelium cells as a preliminary step in the
development of infective endocarditis.

The genome sequence of strain UCN34 reported here, iso-
lated from human blood, is the first obtained for a S. gallolyti-
cus isolate. It will provide the genomic information for design-
ing a multilocus sequence typing scheme to study the
population of S. gallolyticus strains in more detail. This will
lead to a better definition of the relationship between strains
isolated from humans, bovines, and birds. This will also be the
basis for a rational strain selection for further genome se-
quencing using high-throughput methods to identify putative
genomics and functional specificities associated with the dif-
ferent hosts.
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RESUME

Streptococcus agalactiae, également appelé Streptocoque du Groupe B ou GBS, est la
premicre cause de septicémies et de méningites chez les nouveaux-nés. Cette bactérie a8 Gram
positif est également responsable d'infections chez les personnes agées et les personnes
immunodéprimées. On la retrouve aussi associée a des infections chez ’animal. Néanmoins,
c'est avant tout une bactérie commensale du tube digestif présente chez 20 % de la population
humaine. Mon travail de thése porte sur deux stratégies utilisées par S. agalactiae pour
s'adapter a la variabilit¢ de son environnement: la mise en place de réseaux de régulation
associés a la perception de cet environnement et la modification de son patrimoine génétique
notamment grace aux transferts horizontaux faisant intervenant des ¢éléments génétiques
mobiles.

La paroi de la bactérie étant en premiere ligne dans la perception et l'interaction de la
bactérie avec son environnement, j‘ai dans un premier temps caractérisé des réseaux de
régulation impliqués dans la présentation de composants de la paroi ainsi que dans la
perception des modifications du taux de D-alanylation du LTA. Cette analyse a mis en
¢vidence que le processus de D-alanylation chez S. agalactiae est contrdlé de maniere
complexe par deux boucles de rétroaction faisant intervenir deux systemes de régulation
CiaRH et DItRS, permettant un ajustement fin de l'expression des geénes codant pour les
protéines impliquées dans ce processus. A ce jour, cette double régulation semble unique &
S. agalactiae parmi les streptocoques. En collaboration avec différentes équipes, nous avons
aussi €tudi€ les systémes de régulation associés a l'expression de la protéine de virulence Srr
et du pilus PI-2a et démontré une régulation croisée entre des régulateurs appartenant aux
deux ilots génomiques SecA2/Str et PI-2a, ainsi que le contrdle indirect de 1'expression des
génes de ces ilots par un régulateur appartenant au core génome, CovRS. Enfin, au travers de
ces différents projets j'ai pu réaliser une analyse combinée de 26 transcriptomes qui a conduit
a la prédiction de cibles directes pour plusieurs régulateurs transcriptionnels chez
S. agalactiae.

Dans un second temps, j’ai étudié¢ la diversit¢ d’une nouvelle famille d'éléments
intégratifs et conjugatifs (ICEs) les TnGBS, impliqués dans des phénoménes de transfert de
longs fragments d'ADN chromosomique par conjugaison, qui paraissent avoir joué un role
important dans 1'évolution du génome de S. agalactiae. Nous avons montré que cette famille
posséde deux particularités : il s'agit de la premicre famille d'ICE dont la mobilité dépend
d'une transposase a motif DDE et non d'une intégrase; les TnGBS s'insérent spécifiquement au
niveau des régions promotrices. L'étude de la diversité des éléments de cette famille montre
qu'ils se sont largement répandus au sein du genre streptocoque. Ils peuvent étre groupés en
deux sous-familles TnGBS1 et TnGBS2, qui associent une méme transposase avec deux
modules de conjugaison différents et qui présentent des caractéristiques de réplication et de
régulation distinctes. L'analyse comparative des fonctions potentiellement portées par
TnGBS1 et de TnGBS2 a permis de mieux définir les protéines impliquées dans les
différentes phases du processus de conjugaison: transposition, mobilisation, transfert et
réplication.



