Rl PARIS DESCARTES

UNIVERSITE PARIS DESCARTES

Ecole doctorale Gc2iD

These pour obtenir le grade de
Docteur en Sciences de la Vie et de la Santé

Spécialite : Microbiologie
Présentée et soutenue publiquement le 15 Novembre 2013

Par Céline PLAINVERT

Etude de la biodiversité des souches de
Streptococcus pyogenes responsables d'infections
invasives et de cas groupes par une approche de
géenomique comparative

Devant le JURY composé de

Pr Francois VANDENESCH
Dr Agnes FOUET

Pr Claire POYART

Dr Chantal LE BOUGUENEC
Pr Stéphane BONACORSI

Pr Anne COLLIGNON

Dr Isabelle PODGLAJEN

Président du Jury et rapporteur
Co-directeur de these
Co-directeur de these
Rapporteur

Examinateur

Examinateur

Membre invité



En essayant contbnuellement On finit par réussir.
Downc : plus ¢a rate, plus on a de chances que ¢a marche.

Devise des Shadoks



J’adresse mes sincéres remerciements a

Monsieur le Professeur Frangois Vandenesch qui me fait I’honneur de présider ce jury de

theése et qui a accepté d’étre le rapporteur de ce mémoire de thése,

Madame le Docteur Agnés Fouet pour avoir accepté de diriger mes travaux de thése, pour sa

rigueur, sa disponibilité et ses encouragements,

Madame le Professeur, Claire Poyart pour avoir accepté de me prendre au sein de son équipe
et de diriger mes travaux de thése ainsi que pour 1’espace de liberté qu’elle m’a accordé dans

la gestion de mon emploi du temps,

Madame le Docteur Chantal Le Bouguénec qui me fait I’honneur de participer a ce jury et qui

a accepté d’étre le rapporteur de ce mémoire de these,

Monsieur le Professeur Stéphane Bonacorsi, Madame le Professeur Anne Collignon et

Madame le Docteur Isabelle Podglajen qui me font I’honneur de participer a ce jury,

Monsieur le Docteur Philippe Glaser et Madame le Docteur Isabelle Rosinski-Chupin pour

leur précieuse collaboration au cours de ce travail,

Madame le Docteur Isabelle Tardieux pour son aide et ses conseils,

Madame le Professeur Anne Bouvet pour m’avoir témoigné sa confiance en me permettant

d’intégrer cette eéquipe de recherche,

Enfin j’ai une pensée émue pour Monsieur le Professeur Edouard Bingen qui a m’a toujours

soutenue et encouragée depuis mon DEA.

Je remercie tout le personnel des laboratoires de Microbiologie de 1’Hotel-Dieu et de
Bacteriologie de 1’hopital Cochin pour m’avoir soutenue durant ce travail. En particulier, je
tiens a remercier Malik Al Nakib, Nadjet Benhaddou, Anne Casetta, Sophie Coignard, Naima

Dahane, Alexandra Doloy, Julien Loubinoux, Philippe Morand, Héléne Poupet, Josette

3



Raymond, Sébastien Spinali et Asmaa Tazi de m’avoir permis de m’échapper a la fac afin de

réaliser ce travail.

Je remercie tout particulierement Julien pour son aide, son écoute et ses conseils dans

de nombreux domaines.

Je remercie chaleurcusement toute 1’équipe BM/CNR : Annick Billoét, Gisléne
Collobert, Nicolas Dmytruk, Nicole Tavarés et Gérald Touak pour leur aide, leur bonne

humeur et leur grande disponibilité.

Je remercie tous les membres de 1’équipe « Barriéres et pathogénes » Abdel, Anne,
Magalie, Samuel, Vanessa et Virginie et celles qui sont parties : Asmaa, Claire, Liliana, mon
binbme Marcia et Sophie. Je tiens a les remercier pour leurs conseils et pour la patience dont
ils ont fait preuve afin de supporter mon caractére breton mais aussi pour tous les bons

moments passés, et a venir, partages ensemble.

Je remercie bien évidemment Carole et Pierre, Jo, Bruno, Yann et Anna, Cédric,
Mickaél et Sonia pour leur écoute, leurs encouragements et les (trop rares) moments de
détente partagés pendant la rédaction de ce mémoire. Je remercie également tous ceux qui ont
fait preuve d’indulgence a mon égard lorsque je n’ai pas pu honorer leur invitation pour cause
de these.

Je remercie trés sincerement ma famille : mes grands-parents, Hélene et Nicholas,
Marianne et Alexander, Jules, Marie et Jean Mich, Nono et Davy, pour leur gentillesse et leur
soutien sans faille mais aussi pour les nombreuses raisons qui font que je suis trés heureuse

d’étre si proche d’eux.

Je remercie infiniment Jean qui m’a laissé installer mon bureau dans le salon, la
chambre et finalement aussi dans la cuisine. Un grand merci pour ta compréhension, ta

sérénité et ta capacité a relativiser.

Je dédie ce travail a mes parents en les remerciant pour les valeurs et ’amour qu’ils

m’ont transmis.



Résumé

Streptococcus pyogenes (Streptocoque du Groupe A (SGA)) est un germe humain
responsable d’un large éventail de pathologies invasives et non-invasives, mais aucun attribut
génétique ne rend compte a lui seul de cette diversité. Notre objectif a été de rechercher des
liens entre génotype, présence de géenes de virulence et caractere invasif des souches par une
approche d’épidémiologie moléculaire.

Une association entre génotypes et présence de certains genes de virulence a été
établie sur une collection de souches francaises de SGA responsables d’infections invasives
chez des adultes. De méme, la présence du locus sil, codant un systeme de quorum-sensing,
est liée au génotype des souches, mais non a leur caractére invasif.

Concernant la réponse immunitaire innée, contrairement aux souches emml, emm4 et
emm28, les souches invasives emm3 et emm89 sont plus phagocytées par les macrophages que
leurs homologues non-invasives. Les souches emm89 sont plus phagocytées et survivent plus
longtemps dans les macrophages que les souches des autres génotypes. Par ailleurs, les
souches emm3 induisent 1’apoptose des macrophages. Enfin, la cinétique de production des
médiateurs pro et anti-inflammatoires est dépendante du génotype.

La souche de colonisation d’un cas groupé, incluant aussi une souche invasive,
présente une mutation originale dans covS (codant le senseur d’un systeme de régulation a
deux composants). La protéine CovSY39H répond peu aux signaux de I’environnement,
correspondant a une protéine CovS constitutive. Le phénotype de ce mutant, résultant de
I’expression de certains génes de virulence, est favorable a la colonisation. Sa survie dans les

macrophages et sa virulence sont altérées.

Mots-clés
Streptococcus pyogenes, pathogénicité, infection invasive, colonisation, facteurs de virulence,

épidémiologie moléculaire, systeme de régulation a deux composants.

Mlle Céline PLAINVERT
INSERM, Institut Cochin, Département 31, Equipe « Barrieres et Pathogenes »
22 rue Méchain, 75014 Paris



Abstract

Streptococcus pyogenes (Group A Streptococcus (GAS)) is a human pathogen
responsible for a wide range of diseases including non-invasive and invasive infections. To
date no specific GAS attribute has been associated with a type of infection although a link
between genetic background and tissue tropism has been demonstrated. Our objective was to
investigate the relationship between genotype, the presence of genes encoding virulence
factors and invasive strains by molecular epidemiology approach.

An association between genotypes and the presence of genes encoding virulence
factors has been established among a collection of French strains responsible for invasive
GAS infections in adults. Similarly, the presence of sil locus, encoding a quorum sensing
system, is related to genotype, but not to the invasive status of the GAS strains.

Regarding the innate immune response, unlike emml, emm4 and emmz28 strains,
invasive emm3 and emm89 strains are more phagocytosed by macrophages than their non-
invasive counterparts. The emm89 strains are phagocytosed and survive longer in
macrophages than strains belonging to any other genotype. Moreover, emm3 strains induce
macrophage apoptosis. Finally, the kinetics of production of pro- and anti-inflammatory
mediators are genotype-dependent.

A colonization strain belonging to a cluster that also includes an invasive strain, has a
unique mutation in covS (encoding the sensor of a two-component system). The CovSY39H
protein responds less to some environmental signals, corresponding to a constitutive CovS
protein. The phenotype of the mutant, resulting in the expression of certain genes encoding
virulence factors, favors a colonization state. Survival in macrophages and virulence are also

altered.

Keywords
Streptococcus pyogenes, pathogenicity, invasive infection, colonization, virulence factors,

molecular epidemiology, regulatory two-component system.
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Avant-propos

Avant-propos

Streptococcus pyogenes ou streptocoque du groupe A est un pathogéne humain dont
les réservoirs naturels sont constitués par le pharynx et la peau. S. pyogenes est responsable
d’un large éventail de manifestations cliniques allant de 1’angine banale a des infections
invasives séveres au cours desquelles le pronostic vital peut étre engagé. Afin d’assurer toute
I’étendue de ces manifestations cliniques S. pyogenes dispose d’un vaste panel de facteurs de
virulence. Cependant a ce jour, la présence d’aucun facteur de virulence a elle seule ne peut
expliquer cette variabilité clinique. Tout au plus, une corrélation entre la présence d’un type
de protéine de surface et un tropisme tissulaire a été montrée. L’amélioration des
connaissances relatives a 1’épidémiologie des facteurs de virulence de S. pyogenes revét toute
son importance dans le cadre de 1’¢laboration de nouvelles stratégies diagnostiques ou d’outils
pour le traitement et la prévention et notamment vaccinales. La premiére partie de cette
introduction est consacrée a une revue bibliographique abordant les données
microbiologiques, épidémiologiques et cliniques des infections a S. pyogenes. La deuxieme
partie de cette introduction porte sur les connaissances actuelles relatives aux principaux
facteurs de virulence de S. pyogenes impliqués dans les différentes étapes successives du
processus infectieux. Le dernier chapitre aborde la régulation par un systétme a deux
composants et par un systéme de «quorum sensing» des genes codant les principaux facteurs

de virulence de S. pyogenes.
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Revue bibliographique

Physiopathologie des infections a S. pyogenes

1. Aspects microbiologies, cliniques et épidémiologiques des
infections a S. pyogenes

1.1. Contexte historique

Le nom Streptococcus a été attribué pour la premiere fois en 1877 par Bilroth et
Ehrlich a des bactéries coccoides observées dans des blessures surinfectées (216). Ce terme a
été proposé en relation avec la terminologie grecque streptus ; flexible et coccus ; grain. Un
cocci similaire a été décrit en 1883 par Fehleisen comme agent de 1’érysipéele. Finalement
Rosenbach attribua le nom de Streptococcus pyogenes a des cocci regroupés en chainettes
isolées de lésions suppuratives humaines. Par la suite, Rebecca Lancefield s’attacha a typer,
par des méthodes sérologiques, les souches de Streptococcus et en particulier les souches de

S. pyogenes.

1.2. Caracteristiques microbiologiques

S. pyogenes appartient a la famille des Streptococcaceae regroupant les genres
Lactococcus, Lactovum et Streptococcus. Ces genres partagent les caractéristiques suivantes :

cocci a Gram positif, asporulé, aéro-anaérobie facultatif et absence de catalase.

1.2.1 Le genre Streptococcus

Le genre Streptococcus regroupe 102 especes et 17 sous-especes commensales ou
pathogénes de I’homme et des animaux. Les streptocoques sont des cocci a Gram positif
regroupés en diplocoques ou en chainettes de longueur variable et dépourvus de cytochrome.
De plus, la présence d’une capsule est observée chez certaines especes. Les streptocoques
étant exigeants en vitamines et en acides aminés, leur culture se fait sur milieux usuels

enrichis a hauteur de 5% en sang de mouton ou de cheval. Leur multiplication est favorisée en

17



Revue bibliographique

présence de CO, ou en atmosphere anaérobie. Leur fermentation des glucides est

homofermentaire conduisant a la production d’acide lactique sans formation de gaz.

Les streptocoques sont des bactéries a bas G+C% dont la classification est en
constante évolution. Celle utilisée en bactériologie médicale repose sur le caractére
hémolytique des différentes especes. La culture des streptocoques sur gelose enrichie a 5% en
sang de mouton ou de cheval permet d’observer le type d’hémolyse ; béta ou compléte avec
éclaircissement de la gélose autour de la colonie, alpha ou incompléte avec une coloration
verdatre de la gélose autour de la colonie et enfin I’absence d’hémolyse. Cette propriété
permet de distinguer les streptocoques béta-hémolytiques et alpha-hémolytiques des
streptocoques non hémolytiques. Par ailleurs, 1’utilisation d’immuns sérums de lapin par
Rebecca Lancefield a permis de mettre en évidence la présence du polyoside C immunogene
ou d’acides lipotéichoiques spécifiques dans la paroi de nombreux streptocoques,
différenciant 19 marqueurs antigéniques (A-H, K-P, R-V) (271). La combinaison de ces deux
propriétés (type d’hémolyse et groupe sérologique de Lancefield) permet de distinguer les
streptocoques pyogenes (streptocoques béta-hémolytiques des groupes A, B, C, G), les
streptocoques oraux et les streptocoques du groupe D (commensaux du tube digestif).

1.2.2 Caracteres d’identification de S. pyogenes

Aprés 18 heures d’incubation sur gélose au sang, les colonies de S. pyogenes
apparaissent sphériques, bombées, transparentes ou translucides avec un pourtour bien défini.
Ces colonies ont un diamétre d’environ 0,5 mm et sont entourées d’une large hémolyse béta
dont le diametre est 2 a 4 fois supérieur a celui de la colonie (Figure 1A). A la coloration de
Gram, S. pyogenes apparait sous forme de cocci sphériques de diameétre inférieur a 2um,
regroupés en chainette pouvant évoquer « un collier de perles », immobiles et asporulés
(Figure 1B).

L’identification microbiologique associe la mise en évidence des caractéristiques de la
famille des Streptococcaceae et de I’antigéne du groupe A de Lancefield grace a des
particules de latex sensibilisées avec des immunoglobulines spécifiques. Cette identification
est complétée par la mise en évidence de la pyrrolidonyl-arylamidase, absente des espéces
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis, Streptococcus anginosus et Streptococcus
constellatus qui occasionnellement présentent un antigene du groupe A de Lancefield. Ce test

consiste en I’hydrolyse du L-pyrrolidonyl-béta-naphtylamide libérant la béta-naphtylamine
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qui peut étre détectée par du N,N-diméthylaminocinnamaldéhyde. Ces réactifs sont
commercialisés sous forme de kits. Enfin, la sensibilité a la bacitracine, autrefois utilisee, ne
peut plus étre considérée comme un test de confirmation de I’espéce S. pyogenes, depuis la

mise en évidence de souches résistantes (319).

Figure 1. Morphologie de S. pyogenes.
(A) Isolement sur gélose Columbia additionnée de sang de mouton défibriné. (B) Coloration
de Gram de S. pyogenes isolé de sang humain. (C) Chainette de S. pyogenes interagissant avec

des polynucléaires neutrophiles humains par microscopie ¢lectronique a balayage. D’apres
(367).

1.3. Caracteristiques genetiques de S. pyogenes

Le réservoir de S. pyogenes étant constitué par le pharynx et la peau, la transmission
interhumaine s’effectue par I’intermédiaire de gouttelettes de salive générées par la toux, les
éternuements ou la parole ou par contact direct avec les lésions cutanées. Ce mode de
transmission favorise la dissémination de S. pyogenes dans la population sur un mode
épidémique. Dés lors, le typage des souches de S. pyogenes revét toute son importance afin
d’identifier I’origine d’une épidémie pour pouvoir ’endiguer. Par ailleurs, les données

épidémiologiques constituent une information indispensable pour le développement d’une
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stratégie vaccinale. Initialement, le typage des souches de S. pyogenes reposait sur les
propriétés antigeniques de différents composants présents dans la paroi de S. pyogenes.
Désormais, le typage des souches de S. pyogenes consiste a détecter, par des techniques
moléculaires, les génes codant les protéines initialement détectées par des techniques

sérologiques voire a sequencer le génome complet.

1.3.1 Typage intra specifique

1.3.1.1 La protéine M

La protéine M de surface, facteur de virulence majeur, est constituée de deux chaines
polypeptidiques enroulées en hélice alpha dont I’extrémité N-terminale présente une grande
diversité antigénique (154, 155) (Figure 2). La protéine M est ancrée au peptidoglycane et
apparait sous forme de fibrilles a la surface des bactéries (157, 340). Chaque homodimeére est
constitué de quatre régions répétées (A a D) qui différent par leur taille et leur séquence en
acides aminés (Figure 2). En revanche, I’extrémité carboxy-terminale constituée d’un
domaine transmembranaire hydrophobe riche en proline et en glycine est conservée. Les
régions répétées C et D, qui extrudent de la paroi bactérienne, sont hautement conservées
alors que la région répétée B, est considérée comme une région semi-variable. Enfin la région
répétée A amino-terminale, lorsqu’elle est présente, est trés variable et constitue la spécificité
antigénique de la protéine M (154, 155). L’extrémité amino-terminale est de structure non

hélicoidale et de longueur inégale selon les différents types de protéine M.
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Figure 2. Caractéristiques de la structure de la protéine M6.

Les lettres A, B, C, et D désignent I'emplacement des 4 régions répétées. Chaque chiffre
associé a une lettre correspond a un numéro de sous-unité. Chaque sous-unité A, B, C1, C2 et
D est constituée respectivement de 14, 25, 42 et 7 acides aminés. La sous-unité C3 est
constituee de 21 acides amines. Pro / Gly représente la région riche en proline et en glycine
située dans le peptidoglycane. M représente la région transmembranaire ancrée dans la
membrane cytoplasmique, avant 1’étape de maturation, riche en acides aminés hydrophobes.

Sont matérialisées en bleu les régions les plus variables au sein des 4 régions répétées.
D’apres (55, 155).

Les variations de taille et de séquence en acides aminés au sein des quatre régions
répétées de la protéine M, permettent de distinguer les différents types de protéine M. Chaque
protéine M est donc caractérisee par sa taille et sa structure (156, 438). La comparaison des
différentes protéines M a permis de les répartir en cing types A, B, C, D et E (Figure 3) (439).
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Figure 3. Représentation schématique des différents types de proteines M de S.
pyogenes.

Organisation générale des 9 types de protéines M décrits. Les types A, B et C regroupent les
protéines M les plus longues, en moyenne 444 acides aminés, dont les protéines M6, M5, M1,
M12, M24 et M57. Le type D représenté par la protéine M53 est de taille intermédiaire avec
355 acides aminés. Le type E regroupe, entre autres, les protéines M4 et M49 les plus courtes,
en moyenne 316 acides aminés. D’aprés (439).

Le type E se différencie des types A, B, C et D par un domaine transmembranaire plus
court (29 acides aminés pour 48), cette particularité restant inexpliquée (188). Une région
répétée C est présente parmi 1’ensemble des types de protéines M mais le nombre de sous-
unités varie entre deux sous-unités pour la protéine M6 et quatre pour la protéine M12. Une
région répétée B est également présente parmi I’ensemble des motifs de protéines M a
I’exception de la protéine M4, le nombre de sous-unités étant trés variable. Enfin, la région
répétée A n’est retrouvée que dans les protéines M6, M5 et M53 avec une taille et un nombre

de sous-unités trés inégaux.

Les anticorps dirigés contre ’extrémité amino-terminale de la protéine M eétant
spécifiques, cette propriété a permis a Rebecca Lancefield de développer le sérotypage de
I’espece S. pyogenes au sein de laquelle 93 sérotypes différents ont été identifies (144, 230,
268, 269). Ce sérotypage constituait 1I’outil de référence pour 1’épidémiologie des souches de
S. pyogenes. Désormais, cette technique par agglutination tend a é&tre remplacée par le typage
moléculaire du gene emm codant la protéine M (25). Ce génotypage consiste a amplifier
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I’extrémité 5° variable du géne emm puis a la séquencer pour la comparer a la banque de
données des séquences de référence du Center for Disease Control and Prevention (CDC) aux
Etats Unis (http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/strepblast.ntm). Cette technique
moléculaire a permis d’identifier plus de 225 génotypes emm différents et constitue le
marqueur épidémiologique de référence pour S. pyogenes (280). Ainsi plusieurs études
épidémiologiques ont permis d’établir une association entre le type de pathologie et le
génotype des souches de S. pyogenes ; les génotypes emm1 et emm3 étant plutt associés aux
dermo-hypodermites nécrosantes (DHN) et syndromes de chocs toxiques streptococciques
(SCTYS) et le génotype emm28 aux infections du post-partum (81, 289, 354, 384, 455, 519).

Il est & noter que la plupart des souches de S. pyogenes posseédent un gene emm codant
une protéine M. Cependant, chez certaines souches le géne emm appartient a 1’opéron mrp,
emm, enn codant respectivement les protéines Mrp (M-related protein), Emm et Enn. La
protéine Emm est plus couramment dénommée protéine M, par extension, sans distinction du

type de géne emm (93).

1.3.1.2 L’antigéne T

Le sérotypage de I’antigéne T présent a la surface de S. pyogenes a été développe par
Rebecca Lancefield (272). Il permet en association avec le sérotypage M, d’apprécier la
diversité des souches de S. pyogenes. Récemment il a été montré que cet antigene T est un
constituant d’un appendice de type pilus dont la structure et 1’organisation exactes ne sont pas
connues. Les génes de structure du pilus sont regroupés sur le chromosome au sein d’un
méme locus dénommé FCT (fibronectin, collagen-binding T-antigen) (329). L’analyse des
génomes de S. pyogenes disponibles dans les bases de données a permis d’identifier 9 loci
FCT différents partageant néanmoins une organisation des genes similaire (Figure 4) (146,
256). Ainsi, ces 9 régions FCT différentes sont caractérisées par la présence d’un a deux
génes codant une protéine liant la fibronectine, un géne codant une protéine liant le collagéne,
un gene codant le squelette du pilus, un gene codant des protéines ancillaires décorant le
squelette, un géne codant un régulateur transcriptionnel et des génes codant des sortases
(337). L’analyse moléculaire de souches de S. pyogenes a permis de retrouver une région FCT
dans chaque souche et chaque région FCT est rattachée a un type d’antigéne T (146). De plus,
les souches de S. pyogenes partageant un méme génotype emm posseédent une région FCT
identique (146, 250, 256). Ces données moléculaires confirment la corrélation qui avait été

établie entre les sérotypes T et les sérotypes M (230).
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Figure 4. Organisation des genes au sein des 9 loci FCT différents chez S. pyogenes.
D’apres (146, 250, 256, 337).

1.3.1.3 Facteur d’opacification du sérum

La détection de la capacité a opacifier le sérum humain par certaines souches de S.
pyogenes constituait un outil supplémentaire de typage au sein de I’espéce S. pyogenes. Elle
repose sur la présence du facteur d’opacification du sérum (SOF) ; protéine de surface de S.
pyogenes douée d’une activité de lipoprotéinase (242, 307). L’opacification du sérum résulte
du clivage enzymatique par SOF de 1’apoprotéine Al physiologiquement présente dans le
sérum humain, avec agrégation et insolubilisation des lipoprotéines de haute densité (419). Ce
typage se fait désormais par détection par PCR du géene sof mais il tend a étre abandonné (26,
230) ; en effet, le gene sof est détecté dans les souches de S. pyogenes dont la protéine M
appartient au type E et est absent de celles dont la protéine M appartient aux types A, B, C et
D (Tableau 1) (42). D’autre part les souches SOF positive arborent I’opéron mrp, emm, enn

alors que la plupart des souches SOF négative possedent le seul gene emm (93) (Tableau I).
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Tableau 1. Corrélation entre le typage moléculaire des souches de S. pyogenes et le
tropisme tissulaire.

Type de protéine M A B C D E

Déterminant génétique

» Emm emm emm mrp, emm, enn
de la protéine M P
sof absent Absent absent absent présent
Tropisme tissulaire pharyngé pharyngé  pharyngé  cutané pharyngé et cutané

1.3.1.4 Typage moléculaire

S’ajoutent également a ces techniques moléculaires, 1’analyse des pulsotypes obtenus
par Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) qui reste la technique largement utilisée en
routine pour comparer les souches de S. pyogenes isolées au cours d’épidémie d’infections
communautaires ou nosocomiales (303, 436). Le Multi Locus Sequence Typing (MLST)
consistant a amplifier puis séguencer sept génes de ménages semble peu discriminant chez S.
pyogenes (140). Son utilit¢ en pratique courante présente peu d’intérét méme si une
corrélation entre génotypage emm et MLST a été établie. (45, 141). Le PFGE et le MLST
étant peu discriminants pour differencier entre elles les souches de S. pyogenes emm1 qui sont
le plus souvent clonales, le séquencage du géne sic (streptococcal inhibitor of complement),

codant une protéine inhibitrice du complément, a été proposé pour ces souches (5, 206, 318).

1.3.2 Variabilité des génomes de S. pyogenes

Les progres réalisés en biologie moléculaire et le développement des outils
bioinformatiques ont largement contribué a la démocratisation du séquencage des génomes
complets bactériens. A ce jour, 20 génomes de S. pyogenes sont disponibles dans les bases de
données (17, 33, 34, 44, 152, 158, 178, 210, 312, 323, 336, 389, 443, 469). La plupart des
souches séquencées sont associées a un contexte clinique ou un événement épidémique
particulier justifiant la caractérisation approfondie de ces souches. Ces 20 souches séquencées
constituent un panel de 13 génotypes emm différents couvrant environ 65% des souches de S.
pyogenes circulant en France. La taille du génome de S. pyogenes est comprise entre 1,75 et
1,94 mégabases incluant environ 2 000 génes. La partie codante est estimée a environ 86,4%
du génome. Elle est constituée a plus de 85% par des genes conserves entre les souches,
représentant le « core » génome de S. pyogenes. Ces genes ont des séquences nucléotidiques

identiques a au moins 98% entre les différents génomes. La comparaison des génomes de S.
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pyogenes, a permis d’identifier a c6té du core génome, des régions de différence localisées au
sein d’¢léments génétiques exogenes dont les prophages et les ICE (integrated conjugative
element) (32). Les prophages constituent environ 10% du métagénome de S. pyogenes et
contribuent largement a la diversité des souches de S. pyogenes (16). Ainsi une association
entre la distribution des génes de super-antigénes et les génotypes emm des souches de S.
pyogenes a éte etablie par de nombreuses études (90, 278, 289, 301, 384, 423) suggérant que
la protéine M influence l'entrée des prophages dans S. pyogenes dont ceux transportant les
génes de super-antigénes (90) (cf infra 2.6.2). Il est également possible que d’autres protéines
de surface que la protéine M, ou des variations dans sa séquence conduisent a I’hétérogénéité
observee dans certains génotypes emm (90).

La présence des ICE, dont la taille varie entre 5 et 63 kilobases, au sein du
métagénome de S. pyogenes, contribue également a la diversité des souches de S. pyogenes
par transfert latéral conjugatif de genes. Notamment, les ICE sont plus fréquentes parmi les
souches possédant le gene sof (32). La présence sur ces éléments génétiques exogenes de
genes de virulence et de genes de résistance aux antibiotiques participe a la diversité des

souches de S. pyogenes et constituent des marqueurs moléculaires épidemiologiques.

1.4. Epidémiologie des infections a S. pyogenes

Aux XIX'™ et XX®™ sigcles les infections & S. pyogenes se manifestaient
principalement par des surinfections de plaies de guerre et des fiévres puerpérales ; une
diminution importante de leur incidence a été observée grace aux progres réalisés en matiere
d’hygiéne et d’asepsie associés a ’avenement de I’antibiothérapie. Cependant, une résurgence
des infections a S. pyogenes a été constatée dans de nombreux pays industrialisés au milieu
des années 1980 (8, 236, 266, 304, 466, 493).

1.4.1 Facteurs de risques sociétaires d’infection a S. pyogenes

Parmi les infections a S. pyogenes, on distingue les infections invasives, qui sont les
plus séveres, les infections non-invasives souvent bénignes et les séquelles post
streptococciques de natures auto-immunes. Les infections a S. pyogenes touchent néanmoins
toutes les catégories socioprofessionnelles dans une région donnée. Cependant, les études

épidémiologiques ont montré que les séquelles post-streptococciques surviennent plus
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volontiers dans les populations défavorisées vivant dans la promiscuité avec des conditions
sanitaires insuffisantes (103, 388, 463). Cette promiscuité est également retrouvée dans les
collectivités dont les créches, les écoles, le corps militaire, les équipes de sport, les hépitaux et
les maisons de convalescence au sein desquels de véritables épidémies d’infections non-
invasives comme invasives a S. pyogenes sont couramment rapportées (35, 77, 120, 127, 275,
300, 381, 442).

Aux conditions socio-économiques s’ajoutent également des facteurs endogénes de
prédisposition dont certains sont intimement liés au mode de vie. Les principaux facteurs de
risques endogénes au développement d’une infection invasive a S. pyogenes retrouves dans la

littérature sont regroupés dans le Tableau II.

Tableau Il Facteurs prédisposant a une infection invasive a S. pyogenes. D’aprés (124,
145, 265, 278, 317, 357).

Age > 65 ans
Immunosuppression
Corticothérapie
Chimiothérapie
Pathologie chronique
Diabéte
Hépathopathie
Insuffisance rénale
Cardiopathie
BPCO
Cancer
Alcoolisme
Usagé de drogue par injection
Pathologie cutanéee
Varicelle
Bralure
Plaie
Opération chirurgicale dans les 8 jours précédents
Accouchement dans les 4 semaines précédentes

1.4.2 Infections invasives a S. pyogenes

Les infections invasives a S. pyogenes sont définies par 1’isolement de bactéries a
partir d’un site anatomique normalement stérile ou bien par 1’isolement de bactéries a partir

d’un site non stérile mais en association avec des signes cliniques de syndrome de choc
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toxique streptococcique (SCTS). Les manifestations cliniques des infections invasives a S.
pyogenes sont tres diverses et concernent de multiples organes. Les plus frequentes sont les
infections des tissus mous dont la forme la plus sévere est la dermo-hypodermite nécrosante
(DHN), et les septicémies sans foyer (87, 265, 267, 356, 357, 451). Les autres formes
cliniques invasives, moins fréquentes, sont représentées par des infections ostéo-articulaires,
des endométrites, des pleuro-pneumopathies, des péritonites, des méningites et beaucoup plus
rarement des endocardites (87, 265, 267, 356, 357, 451). Chacune de ces manifestations
cliniques peut se compliquer d’un SCTS associé¢ a une mortalité de 45% (Tableau 1) (265,

457, 479). Le SCTS et la DHN constituent ainsi les manifestations cliniques les plus graves.

Tableau I11. Définition du syndrome de choc toxique streptococcique. D’aprés (479).

Syndrome de choc toxique streptococcique

A. Isolement d’une souche de S. pyogenes
1. A partir d’un site anatomique stérile
2. A partir d’un site anatomique non stérile
B. Signes cliniques de gravité
1. Hypotension
2. Anomalies cliniques et biologiques (dont au moins deux des éléments suivants) :
a) Insuffisante rénale (créatinine > 177 pumol/L)
b) Troubles de la coagulation (plaquettes < 100 10°/L ou CIVD)
c) Altération de la fonction hépatique (ALAT, ASAT ou bilirubine > 2N)
d) Syndrome de détresse respiratoire aigué
e) Nécrose tissulaire extensive
f) Eruption érythémateuse

Cas certain = A1 + B (1+2), Cas probable = A2 + B (1+2)

A T’échelle mondiale, les infections invasives a S. pyogenes sont estimées chaque
année a 663 000 nouveaux cas et 163 000 déces (73). Malgré des méthodes de surveillance
des infections a S. pyogenes variables selon les pays, les incidences sont comparables entre les
pays européens et nord américains. Ainsi, aux Etats-Unis, I’incidence des infections invasives
a S. pyogenes varie selon les études entre 3,5 et 5,2 cas pour 100 000 habitants (354, 357, 376,
522). Au Canada, cette incidence fluctue selon les provinces entre 1,5 et 4,3 pour 100 000
habitants (124, 274). Des incidences comparables de 2,5 a 3,1 cas pour 100 000 habitants ont
été observées dans les pays européens suivants : Danemark, Finlande, Royaume Uni et Suede

(265, 266). Par ailleurs, la mortalité associée a ces infections invasives a S. pyogenes est
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estimée entre 12,5 et 19% selon les séries et s’¢éléve a 45 % lorsqu’un SCTS vient compliquer
le tableau clinique (124, 265, 354, 357, 376, 522).

En France, la surveillance des infections invasives a S. pyogenes est assurée
conjointement par I’Institut National de Veille Sanitaire (InVS) et le Centre National de
Référence des Streptocoques (CNR-Strep, www.cnr-strep.fr) (48, 278). La déclaration des
infections invasives a S. pyogenes n’étant pas obligatoire, 1’InVS s’appuie également sur le
réseau national Epibac qui regroupe des laboratoires hospitaliers repartis sur 1’ensemble du
territoire. Chaque année le réseau Epibac transmet a ’InVS ses données concernant les
bactériémies et méningites provoquées par six espéces bactériennes incluant S. pyogenes. En
parallele, le CNR-Strep recueille, centralise et expertise I’ensemble des souches de
streptocoques, dont S. pyogenes, adressées par un réseau national de 232 laboratoires
appartenant a 43 centres hospitaliers universitaires (CHU) (18%), 157 centres hospitaliers
généraux (68%) et 32 laboratoires d’analyses privés (14%). L’espece Streptococcus
pneumoniae est étudiée par un CNR qui lui est dédié. Chaque souche de streptocoque est
accompagnée d’un questionnaire de renseignements cliniques précisant le sexe, la date de
naissance et le lieu de résidence du patient ainsi que la nature et la date du préléevement. En
France métropolitaine, selon les données Epibac, I’incidence des infections invasives a S.
pyogenes a augmenté entre 1995 et 2004 passant de 0,8 a 2,2 cas pour 100 000 habitants
(Figure 5). 1l s’agit d’une incidence redressée pour la couverture incompléte du réseau Epibac
et corrigée du fait d’une sous-notification des laboratoires participants. Les données Epibac
les plus récentes concernent 1’année 2011 au cours de laquelle cette incidence s’élevait a 2,3

cas pour 100 000 habitants.
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Figure 5. Incidence des infections invasives a S. pyogenes pour 100 000 habitants, 1991-
2011, en France métropolitaine selon Epibac.

Incidence redressée pour la couverture incompléte du réseau Epibac et corrigée du fait d’une
sous-notification des laboratoires participants. D’aprées http://www.invs.sante.fr/Dossiers-
thematiques/Maladies-infectieuses/Maladies-a-prevention-vaccinale/Infections-invasives-d-
origine-bacterienne-Reseau-EPIBAC/Bulletin-du-reseau-de-surveillance-des-infections-
invasives-bacteriennes.

Ces données sont confirmées par 1’étude prospective réalisée en 2007 par I’'InVS en
association avec le CNR-Strep, au cours de laquelle I’incidence des infections invasives a S.
pyogenes atteignait 3,1 cas pour 100 000 habitants en France métropolitaine (278). Ces
infections invasives a S. pyogenes étaient associées a un taux de mortalité a 7 jours de 14%
qui atteignait 43% en cas de SCTS.

Dans les pays émergents, I’incidence des infections invasives a S. pyogenes est
supérieure a celle observée dans les pays industrialisés. Ainsi, une étude prospective réalisée
en Nouvelle-Zélande entre 2005 et 2006 a évalué cette incidence a 8,1 pour 100 000 habitants.
De plus, en fonction des ethnies et groupes d’ages elle atteignait 20,4 pour 100 000 habitants
chez les Maoris et 33 pour 100 000 habitants chez les enfants 4gés de moins d’un an toutes
ethnies confondues (413). Dans cette étude, le taux de mortalité était de 10% mais il
augmentait & 63% en cas de SCTS. Une incidence comparable a été observee sur la méme
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période aux iles Fidji ou elle s’¢élevait a 9,9 cas pour 100 000 habitants, atteignant méme 44,9
cas pour 100 000 habitants chez les enfants agés de moins de 5 ans avec une mortalité
associée de 32% (451). De facon encore plus dramatique, une incidence des septicémies a S.

pyogenes de 63 pour 100 000 enfants 4gés de moins de 2 ans a été observée au Kenya (39).

1.4.3 Infections non invasives a S. pyogenes

Parmi les infections non invasives a S. pyogenes, I’incidence des pyodermites et des
angines a été particulierement étudiée, S. pyogenes étant la premiére cause d’angine
bactérienne. L’incidence mondiale des angines a S. pyogenes a été évaluée a 14% chez les
enfants d’age scolaire chaque année (73) alors que chez les adultes I’incidence des angines a
S. pyogenes est plus faible, variant entre 4 et 10% (54, 251). Cependant, selon les populations
¢tudiées 1’incidence des angines a S. pyogenes est variable se situant entre 3,9 et 7,2 % (134,
410), mais pouvant atteindre chaque année un enfant sur 10 a Melbourne (119) voire 0,95
épisode par enfant chaque année en Inde (338). Aux Etats-Unis, le colt global annuel des
angines a S. pyogenes chez les enfants a été estimé entre 224 et 539 millions de dollars (380).

Les climats tropicaux et des conditions de vie défavorables font le lit des pyodermites
a S. pyogenes. Ainsi, aux Tles Fidji et en Australie, au sein des communautés aborigénes, 80%
des enfants développent une pyodermite active a S. pyogenes significativement associée a des
Iésions de gale (105, 452). Dans les pays industrialisés, les pyodermites a S. pyogenes se
manifestent plus ponctuellement méme si des épidémies ont été rapportées au sein de

populations ayant une importante promiscuité (70, 291).

1.4.3 Séquelles post-streptococciques

Les principales complications post-streptococciques sont le rhumatisme articulaire
aigu (RAA) et la glomérulonéphrite aigué (GNA) qui surviennent a distance d’une infection
aigué a S. pyogenes. La survenue de ces complications est saisonniére ; le RAA associé aux
angines survenant a l’automne et en hiver alors que la GNA associée aux pyodermites
survenant plutét en été (56, 103). Les séquelles post-streptococciques ne viennent pas
compliquer tous les cas d’infection aigué a S. pyogenes car il existe d’une part une
susceptibilit¢ de I’hote et d’autre part un potentiel intrins€que a la souche de S. pyogenes.
Ainsi certaines souches étant associ¢es aux infections cutanées et d’autres aux angines, elles

spécifient la survenue d’un type de séquelles post-streptococciques (9, 46, 502).

31



Revue bibliographique

1.4.3.1 Le rhumatisme articulaire aigu

Le RAA se manifeste par une inflammation des articulations (arthrite), du cceur
(cardite), du systeme nerveux central (chorée de Sydenham), de la peau (érytheme marginé) et
des nodules sous-cutanés, ses inflammations pouvant étre uniques ou coexister. Les atteintes
cardiaques constituent la premiere cause de cardiopathie pédiatrique dans les pays emergents
ou le RAA reste un probleme de santé publique (463, 464). Le diagnostique de RAA repose
sur les critéeres de Jones modifiés définissant des critéres majeurs et des criteres mineurs
(Tableau 1V) (444). La présence de deux critéres majeurs ou d’un critére majeur associé a
deux criteres mineurs permet de poser le diagnostique de RAA. La présence de S. pyogenes au
niveau du pharynx objectivée par culture ou bien un titre élevé d’anticorps anti SLO (ASLO)

ou anti DNase B contribuent également au diagnostique de RAA.

Tableau 1V. Critéres de Jones modifiés. D’apres (444).

Critéres majeurs
Arthrite

Cardite

Chorée de Sydenham
Erythéme marginé
Nodules sous-cutanés
Critéres mineurs
Fiévre

Arthralgies

VS augmentée

CRP augmentée
Allongement de I’intervalle PR sur ’ECG

Dans les pays émergents, le RAA est endémique et reste 1’une des principales causes
de cardiopathie pédiatrique. Au niveau mondial, la prévalence est estimée a plus de 15,6
millions de cas avec 282 000 nouveaux cas et 233 000 décés chaque année (73). L’incidence
annuelle du RAA est tres variable allant de 0,1 pour 100 000 en Gréce a 826 pour 100 000 au
Soudan chez les enfants d’age scolaire (223). Les prévalences les plus importantes sont
rencontrées en Polynésie et dans la population Maori de Nouvelle Zélande (366). A I’inverse
dans les pays industrialisés, le RAA est devenu une maladie rare associée a une incidence
annuelle moyenne de 0,5 pour 100 000 enfants d’age scolaire. En France elle est estimée entre
0,08 et 0,15 pour 100 000 enfants de 4 a 15 ans (366).
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1.4.3.2 La glomérulonéphrite aigué

La GNA survient principalement chez les enfants entre 2 et 14 ans et majoritairement
chez les enfants de sexe masculin (103, 165). La GNA se manifeste par un fébricule, des
cedémes, une hypertension, une hématurie macroscopique, une oligurie, une protéinurie et une
diminution du taux serique du complément (103, 165). L’¢élévation des anticorps sériques anti
S. pyogenes permet d’étayer le diagnostique étiologique de la GNA. En fonction de I’infection
primitive a S. pyogenes, on observe des anticorps anti-SLO apres une angine et des anticorps
anti DNase B ou anti hyaluronidase apres une pyodermite (165).

Comme le RAA, la GNA post-streptococcique est endémique dans certaines régions
du globe ; plus de 470 000 nouveaux cas surviennent chaque année, conduisant a environ
5 000 déces dont 97% dans les pays émergents (450). Dans certaines ethnies australiennes et
néo-zélandaises, I’incidence annuelle des GNA s’éléve entre 50,5 et 239 pour 100 000 enfants
(223). En Polynésie frangaise 1’incidence annuelle était de 18 cas pour 100 000 enfants agés
de moins de 15 ans en 2007, alors qu’en France métropolitaine elle était, entre 1986 et 1990,
de 0,15 pour 100 000 habitants (28, 435).

1.4.4 Colonisation asymptomatique

S. pyogenes peut également coloniser le pharynx de fagon asymptomatique,
constituant un réservoir. Diverses études ont évalué le portage pharyngé de S. pyogenes chez
les enfants entre 10 et 22% (3, 128, 403, 428). De facon plus anecdotique, le portage vaginal
de S. pyogenes serait de 0,03% (313).

1.5. Traitement et prévention

1.5.1 Traitement curatif

Les B-lactamines représentent la classe antibiotique de référence pour le traitement des
infections a S. pyogenes qu’elles soient invasives ou non-invasives, aucune souche résistante
in vitro n’ayant été décrite. S. pyogenes est également tres sensible aux glycopeptides, a la

rifampicine et a la gentamycine. Les principales classes antibiotiques utilisées en

33



Revue bibliographique

thérapeutique pour lesquelles une résistance autre que naturelle ait été décrite sont les

macrolides et apparentés et les fluoroguinolones.

1.5.1.1 Traitement des angines a S. pyogenes

Le traitement de premiére intention de 1’angine a S. pyogenes reste 1’amoxicilline
pendant 6 jours (86), 1’usage des macrolides ou apparentés n’étant recommandé dans le
traitement des angines qu’en cas d’allergie aux B-lactamines (431) (Tableau V). Cependant
des échecs de traitement d’angines sont décrits ; variant selon les séries entre 4,5% et 35%
(64, 166, 238, 263, 371, 382, 408, 475) et constituant ainsi un facteur de risque de RAA. Ces
échecs sont attribués notamment & une mauvaise observance, a une réinfection dont deux cas
tres originaux médiés respectivement par un chien et une brosse a dent (65, 308), a une
persistance intracellulaire (237, 302), aux B-lactamases produites par les bactéries de la flore
résidente (63, 64, 408, 421) et a un déséquilibre de la flore résidente au profit de S. pyogenes
(408, 409).

Tableau V. Traitement antibiotique curatif des angines a S. pyogenes. D’aprés
http://www.infectiologie.com/site/medias/Recos/2011-infections-respir-hautes-
recommandations.pdf.

Antibiotiques Posologies Durée
Traitement de 1°° intention
Pénicilline : Amoxicilline Enfant > 30 mois : 50 mg/kg/j en 2 prises 6 jours

Adulte : 2 g/j en 2 prises
En cas d'allergie a la pénicilline : Céphalosporines orales de 2°™ ou 3éme génération

Céfuroxime-axétil Adulte : 500 mg/j en 2 prises 4 jours
Céfotiam Adulte : 400 mg/j en 2 prises 5 jours
Cefpodoxime Enfant : 8 mg/kg/j en 2 prises 5 jours

Adulte : 200 mg/j en 2 prises
En cas de contre-indication a I’ensemble des B-lactamines : Macrolides et apparentés (aprés antibiogramme)

Azithromycine Enfant : 20 mg/kg/j, en 1 prise 3 jours
Adulte : 500 mg/j en 1 prise

Clarithromycine (standard) Enfant : 15 mg/kg/j en 2 prises 5 jours
Adulte : 500 mg/j en 2 prises

Clarithromycine (LP) Adulte : 500 mg/j en 1 prise 5 jours

Josamycine Enfant : 50 mg/kg/j en 2 prises 5 jours

Adulte : 2 g/j en 2 prises
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1.5.1.2 Traitement des infections invasives a S. pyogenes

Le traitement des infections invasives a S. pyogenes nécessite 1’administration de
pénicilline ; cependant, une efficacité moindre dans les infections les plus séveéres dont la
DHN et les myosites a été rapportée (4, 455, 456). Ces constatations cliniques ont d’ailleurs
été confirmées in vivo dans un modele murin de myosite (135, 458). Une des raisons avancée
pour expliquer ces échecs est attribuée a la taille de I’inoculum bactérien a la fois in vitro et in
vivo (460). En effet, une diminution de I’expression de certaines protéines liant la pénicilline
(PLP), cibles des B-lactamines, a été observée in vitro sur des cultures de S. pyogenes en
phase stationnaire de croissance (460). Ainsi, la perte de certaines PLP pendant la phase
stationnaire de croissance pourrait étre responsable de ’effet inoculum observé in vivo et
expliquer les échecs de traitement des infections invasives severes a S. pyogenes, décrits a la
fois expérimentalement et en médecine humaine.

Par ailleurs, la clindamycine qui inhibe la synthése protéique en se fixant sur la sous-
unité ribosomale 50S, a montré une meilleure efficacité que la pénicilline dans un modeéle
murin de myosite a S. pyogenes (458). Cette efficacité de la clindamycine, constatée a la fois
in vitro et in vivo, s’explique en partie par la diminution de synthése des super-antigénes et de
la protéine M sans influence de la phase de croissance (96, 167, 458). Ainsi le traitement des

infections invasives séveres a S. pyogenes associe la pénicilline a la clindamycine.

1.5.1.3 Immunoglobulines parentérales

L’utilisation des immunoglobulines par voie intraveineuse (Ig IV) en complément du
traitement conventionnel des SCTS a S. pyogenes reste controversée. Les immunoglobulines
polyvalentes humaines a usage intraveineux sont dérivées du plasma issu de « pools » de dons
de sang. Leur utilisation a été envisagee aprées avoir constaté leur niveau elevé en anticorps
dirigés contre les super-antigenes (347, 349, 350). Par ailleurs, leur utilisation chez des
patients en SCTS conduit a une importante réduction de la mortalité (18, 333, 454, 481).
Cependant, dans un modele expérimental murin de SCTS, les Ig IV n’apportent pas de
bénéfice supplémentaire a I’association pénicilline et clindamycine (447). De plus, les études
de cohortes montrent des résultats contradictoires ; un bénéfice des Ig IV associées au
traitement conventionnel des SCTS a été souligné par une étude multicentrique randomisée en

double aveugle européenne (122) ainsi que dans une étude canadienne (243) alors qu’une
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étude multicentrique rétrospective américaine ne montre pas de bénéfice des Ig IV dans les
SCTS pédiatriques (427).

1.5.2 Traitement préventif

L’instauration d’un traitement prophylactique se discute notamment devant un cas

d’infection invasive sévére a S. pyogenes ainsi que chez les patients aux antécédents de RAA.

1.5.2.1 Prophylaxie

1.5.2.1.1 Prophylaxie des infections invasives communautaires a S. pyogenes

Le conseil supérieur d’hygiéne publique de France recommande devant un cas isolé
d’infection invasive a S. pyogenes d’origine communautaire, la prescription d’une
antibioprophylaxie par voie générale chez les sujets contacts a risque (Tableau VI). Les sujets
contacts regroupent les personnes vivant au domicile du cas, les personnes ayant eu des
contacts physiques intimes avec le cas et enfin les personnes ayant vécu certaines situations
reproduisant des contacts de type familial (creche, institutions de personnes agees, activité
sportive impliquant des contacts physiques prolongés). Ces contacts concernent une période
qui s’étend des 7 jours précédents le début de la maladie jusqu’a la fin des 24 premiéres
heures du traitement spécifique du cas. Enfin, la prescription d’une antibioprophylaxie a un
sujet contact vivant sous le méme toit que le cas implique la prescription d’une
antibioprophylaxie a ’ensemble des sujets contact du foyer méme en 1’absence de facteur de

risque.
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Tableau VI. Schémas d’antibioprophylaxie des infections invasives communautaires a S.
pyogenes. D’apres http://www.sante.gouv.fr/fichiers/bo/2006/06-02/a0020044.htm.

Antibiotique Posologie Durée
Céphalosporines orales de 2°™ ou 3&éme génération
Céfotiam-hexétil Adulte : 400 mg/jour en 2 prises
Cefpodoxime-proxétil Adulte : 200 mg/jour en 2 prises

Enfant : 8 mg/kg/jour en 2 prises 8 a 10 jours
Céfuroxime-axétil Adulte : 500 mg/jour en 2 prises

Enfant : 30 mg/kg/jour en 2 prises
En cas de contre-indication aux céphalosporines : Macrolides et apparentés (aprés antibiogramme)

Azithromycine per os Adulte : 500 mg/jour 3 jours
Enfant : 20 mg/kg/jour en 1 prise
Clindamycine per os Adulte et enfant : 20 mg/kg/jour en 3 prises 10 jours
En cas de contre-indication aux céphalosporines et de souche résistante aux macrolides et apparentés
Pénicilline V per os Adulte : 2 a 4 Millions Ul/jour en 2 a 3 prises 10 jours
Enfant : 50 000 a 100 000 Ul/kg/jour en 2 a 3 prises
Et
Rifampicine per os Adulte et enfant : 20 mg/kg/jour en 2 prises 4 derniers jours

1.5.2.1.2 Prophylaxie secondaire du RAA

Une prophylaxie secondaire est recommandée par I’OMS pour les patients aux
antécédents de RAA afin d’éviter toute rechute (Tableau VII) (515). La durée de la
prophylaxie secondaire est variable selon le degré d’atteinte des valves cardiaques. Ainsi en
cas de valvulopathie persistante, la prophylaxie secondaire est recommandée jusqu’a 10 ans
aprés le dernier épisode de RAA ou bien jusqu’aux 40 ans du patient. En I’absence de
valvulopathie persistante, la prophylaxie secondaire est recommandée jusqu’a 10 ans apres le

dernier épisode de RAA ou bien jusqu’aux 21 ans du patient (168).

Tableau VII. Prophylaxie secondaire du RAA. D’aprés (168, 515)

Antibiotique Posologie Voie d’administration
Penicilline G Enfant <27 kg : 600 000 U IM
> 27 kg : 1200 000 U
Pénicilline V 500 mg/jour en 2 prises Orale
En cas d’allergie a la pénicilline
Sulfadiazine Enfant <27 kg : 0.5 g/jour en 1 prise Orale

> 27 kg : 1 g/jour en 1 prise

37



Revue bibliographique

1.5.2.2 Stratégies vaccinales

La protéine M ayant été reconnue trés tot comme un facteur de virulence majeur de S.
pyogenes, induisant la production d’anticorps protecteurs, la recherche de vaccin s’est
largement orientée dans cette direction. Historiquement, les premiers essais de vaccin ont
consisté a injecter un extrait purifié de protéine M3 en sous-cutané a des fratries atteintes de
RAA (306). Ces premiers essais ont abouti a la production d’anticorps chez les enfants
vaccinés. Cependant, trois cas de RAA sont survenus parmi les vaccinés sans qu’un lien de
cause a effet direct ait toutefois pu étre établi (305). Fort de cette expérience, les essais
suivants incluaient une administration de pénicilline dans les jours suivants I’infection par S.
pyogenes (108, 160, 386). Par la suite, les études ont été réalisées avec des peptides dérivés de
I’extrémité variable amino-terminale de la protéine M (22, 24, 110, 112, 114, 115, 191, 218,
254). Plusieurs valences différentes de protéine M ont été incluses dans ces vaccins (110, 191,
218, 254). Deux formulations a respectivement 6 et 26 valences ont atteint les essais cliniques
de phase | favorablement (254, 311). Cependant 1’épidémiologie de S. pyogenes étant variable
d’une région a une autre, la formulation des 26 valences ne couvrait pas les principaux
sérotypes de protéine M rencontrés de part le monde (453). Afin de s’affranchir de ce
probléme, des études sont réalisées chez la souris avec des peptides dérivés de la région C
hautement conservée de la protéine M (20, 21, 41, 60, 62). L’association d’un peptide dérivé
de la région C de la protéine M et d’un peptide dérivé de la protéine de surface PrtFl a
également été testée in vivo (364). Enfin, des études évaluent la capacité vaccinale de
bactéries commensales dont Lactococcus lactis et Streptococcus gordonii modifiées
génétiquement afin d’exprimer respectivement la protéine de liaison au collagéne du pilus
Cpa et un segment de la protéine M (59, 255, 396).

D’autres facteurs de virulence de S. pyogenes sont également ciblés par les stratégies
vaccinales. En effet, une protéine chimérique non fonctionnelle résultant de la fusion d’une
portion de SpeA a une portion de SpeB a un effet protecteur dans un modéle murin
d’infection invasive (490). De plus, des lipoprotéines extracellulaires ainsi que des peptides
de surface de S. pyogenes identifiés par des techniques bioinformatiques se sont révélés étre
immunogeénes chez la souris (277, 309). L’étude des protéines de paroi sans ancrage d’une
souche de S. pyogenes M1 a permis d’identifier deux cibles vaccinales potentielles (198).
L’utilisation des génomes de S. pyogenes disponibles dans les banques de données et de
sérums humains a permis d’identifier six antigenes (Spy0269, Spy0292, SpyCEP, Spy0872,

Spy0895 et Spyl666) conférant une immunité protectrice dans un modele murin de
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colonisation nasale (161). De plus, par une approche originale combinant des techniques
biochimiques, bioinformatiques et protéomiques appliquées a une souche de S. pyogenes M1,
la protéase de surface SpyCEP a été identifiée comme protectrice dans un modéle murin
(407). La combinaison de trois techniques a haut débit de protéomique, puces protéiques
(immuno-protein array) et cytométrie de flux a été réalisée sur quatre souches de S. pyogenes
afin d’identifier les protéines de surface et les protéines secrétées conservées entre elles (30).
Au final, la combinaison des trois protéines SpyCEP, Spy0269 et Spy0167 s’est révélée

protectrice dans un modele murin de colonisation nasale (30).

1.5.3 Epidémiologie de la résistance de S. pyogenes

L’acquisition de résistance aux antibiotiques utilises en thérapeutique par S. pyogenes
concerne principalement les macrolides et apparentés et de facon moindre les

fluoroquinolones.

1.5.3.1 Résistance aux macrolides et apparentés de S. pyogenes

La résistance aux macrolides et apparentés pose un probleme thérapeutique pour le
traitement des infections non-invasives a S. pyogenes pour lequel ils constituent une
alternative en cas d’allergie aux B-lactamines ainsi que pour le traitement des infections
invasives séveéres nécessitant 1’association [-lactamines-clindamycine. Néanmoins cette
résistance est tres variable dans le temps selon les régions concernées.

Deux mécanismes de résistance aux macrolides et apparentés acquis par S. pyogenes
ont été décrits. Le premier est lié au géne mef codant la synthése d’une pompe d’efflux des
molécules antibiotiques a 1’extérieur de la bactérie, dont plusieurs alleles ont éte décrits, le
plus fréquent étant mefA (58, 84). Cette pompe d’efflux entraine une résistance aux
macrolides a 14 et 15 atomes de carbone (érythromycine et clarithromycine) et aux azalides
(azithromycine) mais épargne les macrolides a 16 atomes de carbone (josamycine), les
lincosamides (clindamycine) et les streptogramines A et B définissant ainsi un phénotype M
(Figure 6A). Le deuxieme mécanisme de résistance est lié aux genes ermA et ermB codant
une méthylase responsable de la méthylation de la cible des macrolides et apparentés ;
I’adénine en position 2 058 de I’ARNr 23S de la sous-unité 50S des ribosomes (506). Le gene
ermA, le plus souvent d’expression inductible, et le gene ermB d’expression trés

majoritairement constitutive conférent respectivement les phénotypes MLSg inductible et
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MLSg constitutif qui entrainent une résistance a 1’ensemble des macrolides et apparentés
(Figures 6B et 6C).

D o @ @ ® ©

Figure 6. Phénotypes de résistances de S. pyogenes aux macrolides et apparentés.

Les antibiogrammes ont été réalisés selon les recommandations européennes de I’EUCAST,
ERY ; disque d’érythromycine chargé a 15ug, CLI ; disque de clindamycine chargé a 2 pg.
(A) phénotype M. (B) phénotype MLSg inductible. (C) phénotype MLSg constitutif.

La résistance a I’érythromycine de S. pyogenes semble diminuer depuis quelques
années en France. Entre 2006 et 2010, la résistance a 1’érythromycine des souches invasives
de S. pyogenes isolées chez des adultes est passée de 10,9% a moins de 5% (384). Parmi ces
souches, 84% arboraient un phénotype MLSb et 16% un phénotype M. Les trois génotypes les
plus représentés étaient emml1l et emm28 pour les souches MLSh et emm4 pour les souches
M. Un taux de résistance a 1’érythromycine équivalent a été retrouvé en Roumanie pour les
souches invasives de S. pyogenes (290). Une tendance similaire a été observée en Italie, le
taux de résistance a 1’érythromycine des souches invasives de S. pyogenes diminuant de
26,5% a 18,9% entre 1994 et 2005, notamment grace a la disparition du clone résistant
emm89 (99).

La diminution de la résistance a I’érythromycine observée pour les souches invasives
de S. pyogenes a également été constatée pour les souches d’angine. En France, le taux de
résistance a 1’érythromycine observé au cours de quatre études pédiatriques successives
réalisées sur des souches de S. pyogenes isolées d’angines au cours des périodes ; 1999, 2003,
2005-2006 et 2009-2011, était respectivement de 6%, 24%, 12% et 3% (51, 52, 109, 183). Le
niveau tres élevé de résistance a 1’érythromycine en 2003 était attribué a la diffusion du geéne
ermB au sein d’un clone emm28 responsable d’angines mais aussi d’infections du post-partum
(319). Une diminution de la résistance a 1’érythromycine des souches pédiatriques isolées
d’angines a également été décrite en Allemagne ; le taux de résistance passant de 13,6% pour
la période 1999-2003 a 2,6% pour la période 2005-2009 (147). Des taux de résistance a
I’érythromycine similaire ont été décrits pour des souches d’angine a S. pyogenes isolées en

Corée du sud, Roumanie et aux Etats Unis (177, 248, 290). Au Portugal, une diminution de la
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résistance a I’érythromycine des souches d’angine a S. pyogenes a également été décrite
passant de 28% en 2000 mais atteignant encore 11% en 2005 (433). Au contraire, des taux
¢levés de résistance a I’érythromycine sont observés en Chine atteignant 95% des souches
pédiatriques d’angines (285).

Cette diminution de la résistance a 1’érythromycine constatée en France pour les
souches invasives et non-invasives de S. pyogenes s’explique en partie par la réduction de la

consommation en antibiotiques et par la disparition du clone résistant emm28 (109, 173, 412).

1.5.3.2 Resistance aux fluoroquinolones de S. pyogenes

Le traitement de premiére intention des infections a S. pyogenes ne recommande pas
I’'usage des fluoroquinolones (FQ). Cependant, leur utilisation peut é&tre discutée
ponctuellement en cas d’allergie aux f-lactamines, de résistance a la clindamycine ou dans
certaines infections ostéo-articulaires.

La diminution de sensibilité aux FQ de S. pyogenes est principalement médiée par
I’apparition de mutations ponctuelles dans la région déterminant la résistance aux FQ
(QRDR) des génes gyrA et gyrB codant I'ADN gyrase et parC et parE codant la
topoisomérase IV (296). Les mutations surviennent par étapes ; initialement dans la cible
primaire parC conférant une résistance de bas niveau, puis dans la cible secondaire gyrA
entrainant alors un niveau élevé de résistance (49).

Une diminution de sensibilité aux FQ de souches de S. pyogenes a été initialement
observée en Belgique ; s’élevant respectivement a 6,2% et 21,6% entre 2007 et 2010 (492).
Les souches concernées provenaient a la fois d’infections invasives (9,3%) et d’infections
non-invasives (90,7%) survenues dans la moitié des cas chez des enfants. Cette augmentation
de la résistance aux FQ a été attribuée a la diffusion d’un clone de S. pyogenes emm6 (296,
492). Au Portugal 4,9% des souches pédiatriques de S. pyogenes isolées entre 1999 et 2006
présentaient une diminution de sensibilité aux FQ en relation notamment avec la diffusion du
clone emm6 également identifié en Espagne (328, 383). En France, 13,3% des souches
invasives de S. pyogenes isolées chez des adultes entre 2008 et 2010 présentaient une
diminution de sensibilité aux FQ ; deux tiers d’entre elles étant de génotype emm6 (384).
Cette diminution de sensibilité aux FQ observée dans ces trois pays européens semble étre en
relation avec la diffusion d’un clone résistant. Au contraire, la diminution de sensibilité aux
FQ des souches de S. pyogenes isolées au Brésil est polyclonale, regroupant 7 génotypes emm
différents et s’élevant a 6% (441).
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2. Facteurs de virulence impliqués dans la physiopathologie des
infections a S. pyogenes

La diversite génétique des souches de S. pyogenes, associée a la multiplicité des
facteurs de virulence (Tableau VIII) et aux susceptibilités interindividuelles de I’hote, conduit
a diverses manifestations cliniques dont la physiopathologie est trés complexe. Par ailleurs,
une corrélation entre manifestation clinique et génotype emm peut dans deux exemples (SCTS
et DHN) étre identifiée car certains facteurs de virulence, portés par des éléments génétiques
exogenes et impliqués dans ces pathologies, sont plus fréquemment associés a certains
génotypes emm.

L’¢étude des facteurs de virulence de S. pyogenes a suivi les progres de la biologie.
L’approche désormais utilisée consiste a étudier la transcription d’un géne d’intérét, identifié
par comparaison des genomes de S. pyogenes, dans différentes conditions de croissance, de
comparer la virulence in vivo de la souche sauvage et de la souche délétée du géne d’intérét et
d’analyser la réponse transcriptionnelle observée in vivo par des techniques de microarray ou
de RNAseq.

Dans cette partie nous avons choisi de présenter les principaux facteurs de virulence
de S. pyogenes en fonction de 1’étape physiopathologique au cours de laquelle ils
interviennent : adhésion cellulaire, colonisation, internalisation, échappement au systéeme
immunitaire et dissémination. L’ensemble des facteurs de virulence évoqués dans cette partie

sont regroupeés dans le Tableau VIII.

42



Revue bibliographique

Tableau VIII. Principaux facteurs de virulence impliqués dans la pathogénie de S.

pyogenes
Facteur ) .
de D,etgr_mlnant Nature Contribution a la pathogénie Références
) génétique biochimique
virulence
. Polymere de . Adhésion cellulaire (23, 194,
LTA Multipl .. .
ultiples glycérophosphate . Réaction inflammatoire 360, 445)
. L|a,|.30n var!able selon le type de (13, 38, 40,
protéine M, a de nombreux ligands, 79 74 92
dont la fibronectine, le plasminogéne 94’ 95’ 10’1
Homodimeére de et le récepteur CD46 des kératinocytes 13’0 1;37 ’
chafnes . Adhésion cellulaire 190’ 200’
Protéine polypeptldlques ) Colomstatlo.n de I’oropharynx 202, 213,
emm enroulées en . Internalisation
M . . 217, 232,
hélice alpha . Echappement au systeme 259 362
ancrées au immunitaire : inhibition de 363’ 377’
peptidoglycane ’opsonisation, multiplication dans les 37 8’ 43 9’
PNN et macrophages o
Altération de la perméabilité 448, 500,
| . P 501, 514)
vasculaire
. . 192, 325,
Protéine liant la - Adhesion cellulaire éZ% 3?4’115
PrtF1/Stbl  prfF1/sfbl fibronectine : I;’rir:rlr:;a;?;;ii:)n:racelIulalre 353 372,
' 472)
Protéine liant la - .
PrtF2 prtF2 . . . Adhésion cellulaire (225, 260)
fibronectine
o L . (258, 261,
P liant | . Adh lul
SOF/Sfbll  sof/sfbll roteine fiant fa dhesion cellulaire 359, 397,
fibronectine . Internalisation
482)
. Adhésion cellulaire
Fba tha* P_rotelne !lant la : Echap_pe_ment[ au_ s_y_steme (374, 477)
fibronectine immunitaire : inhibition de
I’opsonisation
: . Adhésion cellulaire (2, 27, 246,
Pilus Locus FCT . Formation du biofilm 299, 329)
. . Adhési lulai
Protéine liant le d esu_)n ce u_alr_e (76, 80,
Scll scll . . Formation du biofilm
collagéne . 219, 365)
. Internalisation
Sla sla Phospholipase A2 . Adhésion cellulaire (437)
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Facteur Déterminant Nature
de o . Contribution a la pathogénie Références
. génétique biochimique
virulence
. Multiplication dans Ia} salive (36, 69, 88,
. Echappement au systéme 89 133
immunitaire : inhibition de Lo
\ .. ) 143, 201,
1’opsonisation par clivage des 1gG,
Cystéine dégradation des peptides 239, 241,
SpeB speB* ySie gradation aes pepaes = - - 564 383,
protéinase antimicrobiens de I’immunité innée,
. 414, 422,
clivage des IgA
e o . , 430, 474,
. Diffusion tissulaire : degrade la
. i 478, 505,
matrice extracellulaire 516)
. Réaction inflammatoire
. Multiplication dans la salive
- . Colonisation du nasopharynx
Proteine \
extracellulaire . Echappement au systéme (137, 150,
Sic sic* o immunitaire : inhibition de 151, 207,
inhibitrice du .. , .
, I’opsonisation, dégradation des 292, 430)
complément . .. ) . .
peptides antimicrobiens de I’immunité
innée, inhibition de la phagocytose
. Colonisation nasopharyngée
. Protection contre ’internalisation (13, 106,
. Liaison au récepteur CD44 des 107, 116,
] Polymere d’acide  kératinocytes 220, 224,
I has* i . .
Capsule Operon has hyaluronique . Invasion tissulaire 244, 332,
. Echappement au systeme 424, 425,
immunitaire : résistance a la 508-510)
phagocytose des PNN
. . Echappement au systéme
ScpA*  scpA* SEU”::;’(E’:pt'dase % immunitaire : inhibition du 28257 252162)
recrutement des PNN ’
. Echappement au systéme
Protéase de immunitaire : dégrade IL-8 impliquée (136, 204
SpyCEP spyCEP* surface dans le recrutement des PNN, . 1)’ ’
résistance a la phagocytose des PNN
etaux NET
. Echappement au systéme
Sse sse* Estérase immunitaire : inhibition du (283, 284)
recrutement des PNN
. . Ech men em
EndoS ndoS Endoglycosidase chappement au systeme (88, 89)

immunitaire : clive les IgG
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Facteur Déterminant Nature
de o . Contribution a la pathogénie Références
. génétique biochimique
virulence
. Echappement au systéeme
. , immunitaire : clive les IgG, liaisonau (276, 496,
IdeS/Mac  mac* Cysteine protease récepteur CD11b des PNN entravant la 507)
phagocytose
e o i
SLO* slo* Streptolysine O ee . 344, 432,
. Diffusion tissulaire 483)
. Réaction inflammatoire
. « . . Echappement au systéeme
SLS Opéron sag Streptolysine S immunitaire - lyse des PN (123, 322)
Sdal* sdal Streptodornase ou . Echappement au systéme : résistance (68, 468,
DNAse a la phagocytose des PNN et aux NET  489)
Protéine de
PAM pam surface liant le . Diffusion tissulaire (37)
plasminogéne
Protéine de
Prp surface liant le . Diffusion tissulaire (417)
plasminogeéne
Glycéraldéhyde-
GAPDH plr 3-phosphate . Diffusion tissulaire (373)
déshydrogénase
SEN eno a-énolase . Diffusion tissulaire (61)
. . . Diffusion tissulaire : dégrade le (121, 387,
Ska ska Streptokinase plasminogeéne en plasmine 400, 471)
Hly hylA Hyaluronidase Diffusion tissulaire (449)
SpeA,
SpeC,
SpeG, SpeA*,
SpeH, speC, speG, (348, 352,
Spel, SpeJ, speH, spel, Super-antigénes . Stimulation du systeme immunitaire, 391-393,
Spek, speJ*, spekK, réaction inflammatoire 446, 491,
SpelL, speL, speM, 518)
SpeM, ssa, smeZ
Ssa et
SmeZ

~ *Régulation de I’expression des génes codant ces facteurs par le systtme CovR/CovS (voir

chapitre 3).
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2.1. Adhésion cellulaire

L’étape initiale indispensable est constituée par « la rencontre » de S. pyogenes avec
son hote, suivie de son adhésion aux cellules épithéliales puis de son établissement plus ou
moins prolongé au sein des flores résidentes de la peau ou de la muqueuse pharyngée voire
vaginale. S. pyogenes doit ainsi survivre & la concurrence constituée par la population des
flores normales et éviter les nombreuses forces électrostatiques et mécaniques qui tendent a le
déloger (103). A ce titre, I’acide lipotéichoique (LTA), macromolécule amphiphile ancrée
dans la membrane cytoplasmique par un glycolipide relié a un polymére de résidus
glycérophosphates s’étendant dans la paroi (343), joue un role essentiel chez S. pyogenes.
L’exposition du glycolipide a la surface bactérienne, résultant de I’attraction électrostatique
du polymeére de résidus glycérophosphates avec des acides aminés chargés positivement
présents dans des protéines de paroi, permet a S. pyogenes d’interagir avec les acides gras
présents a la surface des cellules épithéliales (360). Par ces interactions hydrophobes, le LTA
constitue donc une adhésine de « premiére étape », conduisant S. pyogenes a un contact étroit
avec les cellules hotes et permettant ainsi a d'autres adhésines d’établir des liaisons de haute
affinité (23, 194, 360).

Parmi celles-ci, la protéine M de surface joue un réle important dans I'adhésion de S.
pyogenes notamment par sa capacité a fixer plusieurs types de ligands (439). Ceci suggere
qu’en fonction du type de protéine M, I’adhésion a différents types cellulaires va étre variable.
Une corrélation a ainsi été observée entre les différents types de protéine M et le tropisme
tissulaire des souches de S. pyogenes (Tableau I). Les types A, B et C sont majoritairement
associés a des infections pharyngées alors que le type D est plutdt associé a des infections
cutanées et le type E regroupe a la fois des infections pharyngées et cutanées (43, 45, 46,
440). Par ailleurs, ’adhésion de S. pyogenes in vitro a la lignée de cellules épithéliales
laryngées humaines Hep-2 (94, 95, 190, 501) ainsi qu’a des kératinocytes primaires humains
(363) est mediee par la protéine M. Le taux d’adhésion de souches de S. pyogenes exprimant
des protéines M différentes est variable en fonction du génotype emm de chaque souche (190).
Ce résultat a été confirmé par la construction de souches isogéniques exprimant des protéines
M différentes ; ’adhésion a des cellules épithéliales laryngées humaines Hep-2 et la lignée de
kératinocytes humains HaCaT est variable selon les souches (40). Enfin, il a été montré que la
protéine M6 se fixe par ses régions répétées C1 et C2 au récepteur membranaire CD46 de

kératinocytes humains primaires (362, 378) alors que les protéines M6 et M24 se fixent aux
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cellules épithéliales laryngées humaines Hep-2 par leur extrémité variable amino-terminale
(92, 501).

Les protéines liant la fibronectine présentent a la surface de S. pyogenes ont également
un role important dans 1’étape d’adhésion aux cellules épithéliales de la peau et du pharynx. I
s'agit de la protéine F1 (PrtF1), également déenommée Sfbl (streptococcal fibronectin binding
protein 1) (192, 472), la protéine F2 (PrtF2) (225), SOF/Stbll (258, 261) et la protéine Fba
(fibronectin-binding protein) (477). Le géne codant PrtF1/Sfbl est retrouvé chez environ 50 a
90% des isolats cliniques de S. pyogenes (172, 261, 339) et lorsqu’elle est exprimée, PrtFl1
facilite I'adhésion aux cellules épithéliales respiratoires de hamster (192). Le géne codant
PrtF2 est, lui, retrouvé chez environ 36 a 80% des isolats cliniques de S. pyogenes (172, 257).
PrtF2 est essentielle pour 1’adhésion d’une souche de S. pyogenes M49 aux cellules
épithéliales laryngées Hep-2 (260), des conclusions similaires ayant été obtenues avec la
protéine Fba et une souche de S. pyogenes M1 (477). Par ailleurs, a c6té de sa capacité a
opacifier le sérum, SOF posséde un domaine de liaison a la fibronectine (258, 397) impliqué
dans I’adhésion de S. pyogenes aux cellules épithéliales laryngées Hep-2 (359). Des structures
de type pilus sont é¢galement impliquées dans 1’adhésion de S. pyogenes M1 a la lignée de
cellules épithéliales laryngées humaines Detroit-562 ainsi qu’a des kératinocytes primaires et
a un épithélium amygdalien (2, 299, 329). Enfin, la protéine de surface Scll (streptococcal
collagen-like protein 1) (293, 398) participe a I’adhésion de S. pyogenes aux cellules
épithéliales laryngées Hep-2 (80).

L’étape d’adhésion de S. pyogenes aux cellules hétes implique donc différents
éléments présents a sa surface, auxquels s’ajoute la phospholipase A(2) dénommeée Sla dont le
déterminant génétique a eté identifié sur un prophage lors du séquencage de la souche de
référence M3 (34, 334). Par un mécanisme qui reste encore inconnu, Sla est nécessaire a
I’adhésion d’une souche de S. pyogenes M3 aux cellules épithéliales laryngées humaines
Detroit-562 (437).

L’expression de ces adhésines est régulée en réponse aux conditions
environnementales et de croissance (169) ; la synthése de la protéine F1 est augmentée dans
un environnement riche en O, alors que celle de la protéine M est supérieure en présence
d’une pression partielle élevée en CO, (71). De plus, les genes impliqués dans la synthése du
pilus sont transcrits différemment en fonction du pH (298). Ainsi, I'éventail des adhésines
exprimées par S. pyogenes dépendra de son patrimoine génétique et de son environnement ;

de ces eléments il en résultera une certaine spécificite tissulaire.
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2.2. Colonisation

Apres avoir adhéré aux cellules épithéliales cutanées ou pharyngées, S. pyogenes doit
survivre aux conditions locales pour se maintenir de fagcon plus ou moins prolongeée et aboutir
a I’étape de colonisation. En plus de son rdle d’adhésine, la protéine M permet 1’agrégation
des S. pyogenes entre eux favorisant ainsi la formation de microcolonies sur un épithélium
amygdalien (72). Par ailleurs, dans un modele animal de colonisation de la cavité
oropharyngée du babouin, la présence de la protéine M chez des souches de S. pyogenes M1
et M3 augmente la durée de colonisation comparativement a des mutants isogéniques (13).
Des résultats comparables ont été obtenus dans un modéle animal de colonisation de la cavité
oropharyngée du rat avec une souche de S. pyogenes M6 (213).

A cOté de la protéine M, la capsule de S. pyogenes semble jouer un réle important dans
I’étape de colonisation. Elle est constituée par un polymeére de haut poids moléculaire d’acide
hyaluronique identique a I’acide hyaluronique humain (418), constitué d’unités répétées de N-
acétylglucosamine et d’acide glucuronique relié par des liaisons (1,4 (465). Ces génes de
synthése hasA, hasB et hasC sont regroupés dans un méme opéron (98, 131). hasA code une
hyaluronate synthase, hasB code une UDP-glucose-déshydrogénase et hasC une UDP-glucose
pyrophosphorylase (97, 125, 132, 133). Cependant, seuls hasA et hasB sont nécessaires pour
la synthése de la capsule chez S. pyogenes, suggérant qu’une autre source d’UDP-glucose est
disponible pour la production de la capsule (12). Phénotypiquement, la présence d’une
capsule épaisse se traduit par un aspect muqueux des colonies. La construction d’une souche
de S. pyogenes M3 délétée de hasA a permis de souligner I’importance de la capsule pour la
colonisation de la cavité oropharyngée du babouin, la durée de colonisation étant
significativement inférieure pour la souche mutée comparativement a la souche sauvage (13).
Des résultats similaires ont été obtenus avec une souche acapsulée de S. pyogenes M50 et une
souche de S. pyogenes M24 dans un modéle murin de colonisation de la cavité nasopharyngée
(220, 508).

Par ailleurs, les pili et la protéine de surface Scll de S. pyogenes sont impliqués dans
la formation du biofilm dont on peut supposer qu’il trouve tout son intérét au cours de cette
étape de colonisation (27, 246, 299, 365). Enfin deux protéines semblent indispensables a la
multiplication dans la salive d’une souche de S. pyogenes M1 au niveau pharynge (430) : la
cystéine protéinase SpeB (streptococcal pyrogenic exotoxin B) codée par le gene

chromosomique speB, sécrétée sous forme d’une pro-enzyme de 40 kDa puis convertie en une
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forme mature de 28 kDa par clivage autocatalytique (138, 195), et la protéine inhibitrice du
complément Sic (5). Le role de Sic dans 1’étape de colonisation a été confirmée in vivo dans

un modele animal murin de colonisation de la cavité nasopharyngée (292).

2.3. Internalisation

L’internalisation de S. pyogenes fait intervenir de multiples facteurs de virulence et
concerne difféerents types cellulaires (190, 273, 326, 369). Ainsi la capacité d’internalisation
de 96 souches cliniques de S. pyogenes (21 prélevements cutanés, 35 prélévements pharyngés
et 40 hémocultures) par les cellules épithéliales laryngées Hep-2 varie en fonction de la nature
du prélevement, 77,5% des souches d’hémoculture affichant un taux d’invasion inférieur a
0,01% versus 1 & 10% pour 60% des souches cutanées et 50% des souches pharyngées (324).
De plus, le taux d’internalisation de S. pyogenes par les cellules épithéliales laryngées Hep-2
est variable en fonction du génotype emm de chaque souche (190). La protéine M1 (101, 130)
et la proteéine de surface Sfbl (326, 372), préalablement liées a la fibronectine, sont
indispensables a I’internalisation de S. pyogenes. De plus, SOF et la protéine de surface Scll
sont respectivement impliqués dans ’internalisation d’une souche de S. pyogenes M49 et
d’une souche M41 par les cellules épithéliales laryngées Hep-2 (76, 219, 482).

L’internalisation de S. pyogenes au niveau des récepteurs a I’intégrine et du récepteur
CD46 présents a la surface des cellules épithéliales est médiée par la fibronectine et entraine
des réarrangements du cytosquelette (101, 130, 372, 402) par différentes voies de
signalisation cellulaire (395, 498, 499). Les récepteurs a I’intégrine 02B1 et a5B1 ont été
respectivement identifiés comme récepteurs de Scll (76, 219) et Sfbl (101, 102).
L’interaction, médiée par la fibronectine, de S. pyogenes avec des intégrines entraine une
production de la cytokine TGFB1 par les cellules Hep-2 ce qui augmente I’expression a la
surface cellulaire de I’intégrine a5P1 et de la fibronectine favorisant ainsi la fixation de S.
pyogenes a sa surface (498). Par ailleurs, deux voies distinctes d’internalisation de S.
pyogenes par les cellules épithéliales laryngées Hep-2 ont été décrites (325). La premiere
implique ’interaction de Sfbl avec son récepteur aSf1 médiée par la fibronectine, qui entraine
la formation de larges membranes d’invagination a 1’interface cellule-bactérie sans
recrutement apparent d’actine. Les bactéries se retrouvent alors dans une vacuole de
phagosome (8% seulement sous formes libres dans le cytoplasme 4 heures aprés 1’infection),

la majorité des bactéries atteignant le cytoplasme cellulaire 24 heures apres ’infection. Au
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contraire la deuxiéme voie implique I’interaction des bactéries, par une fraction protéique qui
reste inconnue, avec un récepteur cellulaire différent de ceux décrits, ce qui provoque
d’importants réarrangements du cytosquelette sous la zone d’interaction cellule-bactérie. Il
s’en suit un recrutement et une ¢élongation des microvillosités adjacentes qui fusionnent en
entourant les bactéries qui se retrouvent rapidement dans le cytoplasme (38% et 82% a 4 et 8
heures apres I’infection). Les bactéries atteignant le cytoplasme par les deux voies
d’internalisation différentes avaient conserve leur capacité de multiplication.

Certaines protéines de surface de S. pyogenes favorisent donc 1’étape d’internalisation
contrairement a la capsule qui s’y oppose. La présence de la capsule chez une souche de S.
pyogenes M3 empéche I’internalisation par les cellules épithéliales laryngées Hep-2 (224,
244). Un résultat identique a été obtenu avec 24 souches cliniques de S. pyogenes sur des
kératinocytes humains (425). Par ailleurs, le récepteur CD44 présent a la surface des cellules
épithéliales a été identifié comme récepteur de la capsule d’une souche de S. pyogenes M3
(106, 424). La fixation de S. pyogenes par sa capsule au récepteur CD44 induit des
réarrangements du cytosquelette de kératinocytes primaires humains, conduisant a une
modification des jonctions intercellulaires, permettant ainsi a S. pyogenes d’atteindre des

tissus plus profonds sans nécessité d’une étape d’internalisation (107).

L’internalisation de S. pyogenes est un phénomene complexe impliquant, entre autre,
divers éléments de surface, mais dont le mécanisme exact et le réle dans le processus
physiopathologiques restent inconnus. L’étude des souches de S. pyogenes isolées chez des
porteurs pharyngés asymptomatiques a démontré la présence du gene prtF1 dans 90% des
souches, suggérant un role de PrtF1 dans la persistance intracellulaire de S. pyogenes (341).
De plus, la présence de S. pyogenes dans des biopsies d’amygdale chez des porteurs
asymptomatiques (370) suggere que ce phénomene d’internalisation permet a S. pyogenes de
se constituer un sanctuaire afin d’échapper aux défenses immunitaires de 1’hdte ainsi qu’aux
antibiotiques. Ainsi, les souches de S. pyogenes qui échappent aux traitements antibiotiques
ont des capacités d'internalisation significativement plus élevées que les souches éradiquées
par des antibiotiques (426). Cette hypothése expliquerait les échecs d’éradication de S.

pyogenes de la gorge de sujets infectés ou porteurs asymptomatiques chroniques (341, 361).

Les principales interactions entre S. pyogenes et les cellules épithéliales pharyngées

sont représentées dans la Figure 7.
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Capsule d’acide
hyaluronique

S.pyogenes S.pyogenes

Protéine M
PrtF2

Fibronectine

CD44

Intégrines
Cellule épithéliale pharyngée

Figure 7. Adhésion de S. pyogenes a une cellule épithéliale pharyngée.

Interaction d’attributs présents a la surface de S. pyogenes : protéine M (orange), protéines
liant la fibronectine FbaA, PrtF1, PrtF2 et acide lipotéichoique (LTA) en bleu, le pilus (rose),
la capsule (violet) et certains récepteurs d’une cellule épithéliale pharyngée médiée par la
fibronectine (rouge). D’apres (368).

2.4. Echappement au systéeme immunitaire inné

S. pyogenes a a sa disposition plusieurs facteurs de virulence protéiques et physique
agissant sur divers constituants des défenses immunitaires innées de 1’hote dont les
chémokines, des peptides antimicrobiens, le systeme du complément et des cellules

phagocytaires.

2.4.1 Inhibition du recrutement des polynucléaires neutrophiles (PNN)

S. pyogenes présentent deux protéines de surface qui vont altérer le recrutement des

PNN au site infectieux par deux mécanismes distincts.
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L’endopeptidase ScpA (streptococcal-C5a peptidase), présente a la surface de S.
pyogenes, inactive 1’anaphylotoxine C5a un puissant agent chimiotactique des PNN, en
éliminant spécifiquement les six derniers acides aminés de son extrémité C-terminale (355).
L’anaphylotoxine C5a ne peut donc plus interagir avec ses récepteurs présents a la surface des
PNN inhibant ainsi le recrutement d’autres PNN par chimiotactisme au site infectieux (85,
512). Ces données ont étée confirmées in vivo dans deux mode¢les animaux murins d’infection
sous-cutanée et de la cavité nasopharyngée. L’inactivation par insertion du géne SCpA, codant
ScpA, favorise la clairance de ces souches de S. pyogenes du site infectieux comparativement
aux souches sauvages (226, 227). Cependant, ces mutations dans SCpA n’avaient pas
d’incidence sur la virulence globale des souches de S. pyogenes dans un modéle murin
d’infection sous-cutanée (227).

S. pyogenes présente également a sa surface SpyCEP (S. pyogenes cell envelope
protease egalement dénommeée ScpC ou PrtS), protéase de 1 645 acides aminés ancrée a la
paroi par un domaine carboxy-terminal LPXTG. SpyCEP dégrade la chémokine humaine
chimio-attractante IL-8 impliquée dans le recrutement et 1’activation des PNN au site
infectieux (136, 204). Par ailleurs SpyCEP favorise la résistance a la phagocytose et a la lyse
médiée par les pieges neutrophiles extracellulaires (NET) et altére la migration endothéliale
des PNN humains (521).

Plus récemment, 1’estérase Sse (secreted streptococcal esterase) a été incriminée dans
la virulence de S. pyogenes. En effet, Sse est secrétée par S. pyogenes in vitro et une
séroconversion avec des anticorps spécifiques de Sse survient chez les patients atteints
d’angine (284, 461). Par ailleurs, a la fois 'i'mmunisation active et I’immunisation passive de
souris avec Sse a permis d’obtenir un effet protecteur dans un modéle d’infection cutanée
invasive (284), notamment, car Sse hydrolyse le facteur d’activation plaquettaire impliqué

dans le recrutement des PNN au site infectieux (283).

2.4.2 Barrieres physiques inhibant la phagocytose

La capsule de S. pyogenes constitue une véritable barriere mécanique pour la bactérie.
Une souche de S. pyogenes M18 acapsulée par insertion d’un transposon dans hasA, est
sensible a la phagocytose dans un milieu contenant 10% de sérum humain et ne peut plus se
multiplier en sang total humain comparativement a la souche sauvage (509, 510). Ces

résultats ont été confirmés plusieurs fois par la suite (116, 332).
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2.4.3 Altération de I’opsonisation

La phagocytose par les PNN est médiée par 1’opsonisation préalable des bactéries par
des anticorps ou par le complément sérique. S. pyogenes développe de multiples stratégies
pour altérer son opsonisation. La protéine M est impliquée dans 1’échappement a la
phagocytose de S. pyogenes notamment suite a la liaison avec différents constituants du
complément. Ainsi, S. pyogenes se lie au facteur H régulateur de la voie alterne du
complément par la sous-unité répétée C de la protéine M (217) ainsi qu’au facteur H-like 1
(FHL-1) par la région hypervariable de la protéine M5 entravant ainsi le fonctionnement du
complément (232). Cette conclusion est cependant controversée (252, 377) car bien que S.
pyogenes se lie au facteur H par la protéine M, cela ne semble pas favoriser sa résistance a la
phagocytose in vivo (187). Par ailleurs, S. pyogenes en se liant au régulateur C4BP (C4b
binding protein) de la voie classique du complément par la région hypervariable de la protéine
M22 favorise sa résistance in vitro a la phagocytose (38). Chez les souches de S. pyogenes ne
liant pas le C4BP, il a été observé une liaison du fibrinogene au niveau de la sous-unité B de
la protéine M bloquant la phagocytose médiée par la voie classique du complément (74, 514).
Cette résistance a la phagocytose de S. pyogenes médiée par la liaison de fibrinogene a la
protéine M a été aussi constatée avec la protéine MRP (M related protein) trés proche
structuralement de la protéine M (93, 385). De facon similaire, la liaison du facteur H avec la
protéine liant la fibronectine Fba contribue a la résistance de S. pyogenes a la phagocytose
(374). De plus, I’accumulation de collagéne sur les molécules de fibronectine liées a la
surface de S. pyogenes constitue une matrice au sein de laquelle s’agrégent les bactéries (129).
Ces agrégats masquent les épitopes opsonisants, bloquant ainsi la phagocytose de S. pyogenes
(129).

La protéine Sic secrétée par les souches de S. pyogenes M1 inhibe, in vitro, la lyse
cellulaire induite par le complément (5) en se fixant aux sous-unités C6 et C7 et empéchant
ainsi leur incorporation au complexe d'attaque membranaire conduisant a la lyse bactérienne
(150, 151). En plus de son interaction avec le systtme du complément, Sic inhibe plusieurs
¢léments impliqués dans la défense immunitaire pharyngée dont le lysozyme, les a-et f-
défensines, I’inhibiteur de protéinase leucocytaire sécrétoire, la monokine induite par I’IFN-
y/CXCL9 et le peptide antimicrobien LL-37, diminuant ainsi localement 1’activité anti-
bactérienne de I’immunité innée (137, 150). Par ailleurs, Sic interagit également in vitro, avec
des protéines du cytosquelette dont 1’ezrine, inhibant ainsi la phagocytose par les PNN (207).

L’analyse moléculaire du géne sic codant la protéine Sic, chez un grand nombre de souches
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de S. pyogenes M1, a mis en évidence son polymorphisme tres important associé a la rapidité
d’apparition des différents variants (208, 462). Cette propriété constitue un outil
épidémiologique pour le typage intra spécifique des souches de S. pyogenes M1 (206, 318).
Enfin crs (closely related to sic), un homologue du géne sic, a été identifié chez des souches
de S. pyogenes M57 dans une autre région du chromosome (53). Dans le chromosome de
souches de S. pyogenes M12 et M55 le géne sic est remplacé par le gene drs (distantely
related to sic), codant une protéine dont la similarité de séquence est limitée avec Sic (193).
Le rdle biologique de ces protéines chez les souches de S. pyogenes M12, M55 et M57 reste
inconnu.

L’endoglycosidase EndoS (Endoglycosidase) secrétée in vitro par S. pyogenes
hydrolyse les glycanes liés aux chaines lourdes des 1IgG humaines bloquant ainsi leur liaison
aux récepteurs Fc (89). De plus S. pyogenes produit IdeS (Immunoglobulin G-degrading
enzyme), ¢également dénommeée par une autre €équipe Mac, par homologie avec I’intégrine 2
humaine Mac-1, une cystéine protéinase qui, in vitro, clive les IgG opsonisantes humaines au
niveau de leur région charniere (276, 496, 507). Cette altération des IgG entrave
I’opsonisation et la phagocytose par les PNN de S. pyogenes ainsi que ’activation du
complément (88, 496, 507). IdeS/Mac se fixe in vitro au récepteur de la partie constante Fc
des IgG, le CD16 présent a la surface des PNN humains bloguant ainsi la phagocytose et la
production des espéces actives de 1’oxygéne par les PNN (276).

Enfin, la cystéine protéase SpeB dégrade in vitro les sous-unités C3 et C3b du
complément impliquées dans le phénomeéne d’opsonisation des bactéries (264, 478) ainsi que
les IgG humaines impliquées dans I’activation du complément (89, 143). SpeB a également la
capacité de cliver les IgG liées a un antigéne bloquant ainsi le processus d’opsonisation (143).
SpeB hydrolyse également in vitro mais dans une moindre mesure les IgA, IgM, IgD, et IgE
(88) et le peptide antimicrobien LL-37 (422), cette propriété ayant également été observée in
vivo dans des biopsies humaines d’infections des tissus mous (229). De plus SpeB clive in
vitro la S-adénosylhomocystéine hydrolase (AdoHcyase) humaine responsable de la réaction
de transméthylation nécessaire a 1’activation des lymphocytes B (517). L’inactivation de cette
enzyme conduit a ’accumulation intracellulaire de ses substrats, S-adénosylhomocystéine et
S-adénosylméthionine dont la transméthylation est inhibée aboutissant a une

immunosuppression (517).
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2.4.4 Lyse des PNN

S. pyogenes peut également favoriser la lyse des phagocytes, de ’extérieur, afin
d’échapper a la phagocytose grace a deux streptolysines qui vont former des pores
transmembranaires favorisant ainsi leur destruction. S. pyogenes produit une hémolysine
sensible a ’oxygene la streptolysine O (SLO) qui se fixe sur les résidus cholestérol présents
dans les membranes plasmiques de 1’h6te (7, 484). SLO en détruisant in vitro les PNN
humains protége S. pyogenes de la phagocytose (432). Notamment, SLO favorise in vitro la
libération de cytochrome C mitochondriale dans le cytoplasme des PNN conduisant a
I’activation de la voie des caspases. Il en résulte un engagement des PNN vers 1’apoptose
permettant & S. pyogenes d’échapper a la phagocytose (483).

La streptolysine S (SLS) est une hémolysine tolérante a I’oxygene responsable de la
zone d’hémolyse compléte B caractéristique des colonies de S. pyogenes sur gélose au sang
(199). SLS, en formant des pores transmembranaires dans les érythrocytes, modifie leur
équilibre osmotique conduisant a la lyse érythrocytaire (75). SLS permet in vitro d’échapper a
la phagocytose des PNN humains (123). Dans un modele animal murin, S. pyogenes échappe
au systeme immunitaire en favorisant, grace a SLS, I’apoptose des PNN médiée par la voie

des caspases (322).

2.4.5 Survie dans les PNN

Le séquencage de la souche de référence M1 a permis d’identifier 3 génes codant des
Dnases ; le géne chromosomique spd et deux génes localisés dans des prophages spd3 et
sdaD2 (468), ce dernier ayant aussi été identifié dans une souche de S. pyogenes M12 (469).
L’inactivation isogénique simultanée de ces trois génes a entrainé une plus grande sensibilité
a la phagocytose et a la bactéricidie par des PNN humains et une capacité de dégradation de
I’ADN exogeéne diminuée comparativement a la souche sauvage (468). De plus la
construction d’un mutant délété de sdal a montré le role in vitro de la Dnase Sdal dans la
capacité de S. pyogenes d’échapper a la lyse par les PNN humains médiée par les NET (68).
La Dnase Sdal est aussi impliquée dans la capacité de S. pyogenes a résister a la phagocytose
par des macrophages dérivés de moelle osseuse de souris ainsi que dans leur aptitude a se
multiplier dans ces mémes macrophages (489). S. pyogenes posséde de nombreuses Dnases
dénommées également facteurs mitogénes ou streptodornases. La recherche d’anticorps anti-

streptodornase B contribue au diagnostic sérologique des infections post-streptococciques.
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L’analyse de biopsies tissulaires humaines a permis de mettre en evidence la survie de
S. pyogenes dans les macrophages (480). Cette survie de S. pyogenes dans des macrophages
humains est dépendante de la protéine M1 qui inhibe la fusion vacuole phagocytaire —
lysosome, constituant ainsi une niche au sein de laquelle S. pyogenes peut survivre mais aussi
se multiplier (200). De plus la présence de la protéine M1 semble également indispensable a
la survie et a la multiplication de S. pyogenes dans des PNN humains (448). Un résultat
similaire a également été observé in vivo dans un modéle murin d’infection cutanée, la
présence de S. pyogenes dans les PNN étant associée a une virulence accrue dans ce modéle
(314, 316). Les macrophages et les PNN constituent ainsi un sanctuaire pour S. pyogenes au

méme titre que certaines cellules non phagocytaires mentionnées ci-dessus.

La subversion de I’hote par S. pyogenes nécessite donc I’action combinée de plusieurs

facteurs de virulence ciblant différents intervenants du systéme immunitaire inné (Figure 8).
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Figure 8. Echappement au systeme immunitaire inné par S. pyogenes.

Le recrutement des PNN est réduit par les peptidases SpyCEP et ScpA qui dégradent
respectivement 1’IL-8 et I’anaphylotoxine C5. La protéine M fixe le domaine constant Fc des
Ig de facon non opsonisante. Les Ig sont degradées par la cystéine protéinase SpeB,
I’endoglycosidase EndoS et la cystéine protéase IdeS. La liaison de la protéine M avec le
facteur H et C4BP régulateurs respectifs de la voie alterne et de la voie classique du
complément limite I’opsonisation. La protéine Sic inhibe le complément en se fixant aux
sous-unités C6 et C7. La résistance aux peptides antimicrobiens cationiques est assurée par
SpeB et la protéine Sic. La Dnase Sdal permet d’échapper a la lyse par les PNN médiée par
les NET. La formation de pores par les streptolysine O et S (SLO/SLS) dans la membrane des
PNNprovoque leur lyse par apoptose. D’aprés(87, 345).

2.5. Transition infection locale — infection invasive

Le passage d’une infection locale circonscrite a une infection disséminée par S.
pyogenes est pour partie liée a la régulation des différents facteurs de virulence évoques ci-
dessus en fonction des conditions de température, pH, CO,...que la bactérie rencontrera au

cours du processus infectieux. Cet aspect fait 1’objet du chapitre 3.
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2.6. Dissémination

La dissémination de S. pyogenes est favorisée par la destruction tissulaire médiée par
les différentes enzymes extracellulaires produites par S. pyogenes, associee a une réaction
inflammatoire exacerbée par les super-antigenes de S. pyogenes.

L’activité protéasique de SpeB est incontournable pour la dissémination de S.
pyogenes d’une part en favorisant les dommages tissulaires et d’autre part en clivant les
liaisons responsables de I’internalisation de S. pyogenes. En effet, 1’activité protéasique de
SpeB s’applique ¢galement sur les propres protéines de surface de S. pyogenes et I’ajout de
SpeB exogéne au milieu de culture permet la libération de fragments biologiquement actifs,
dont la protéine M et I’endopeptidase ScpA, dans le milieu de culture (36, 138). De plus, la
protéine liant la fibronectine Fba intervenant dans 1’étape d’adhésion de S. pyogenes aux
cellules hotes est également clivée de la surface bactérienne par SpeB (374, 505). Par ailleurs,
une autre protéine de surface liant la fibronectine, PrtF1 est dégradée par SpeB, dont la forme
liée a la fibronectine, entrainant ainsi une diminution de 1’internalisation (353). Ceci suggere
que DP’activité protéasique de SpeB influence certaines étapes du processus infectieux de S.

pyogenes, en particulier I’adhésion/internalisation et la dissémination tissulaire.

2.6.1 Dommages tissulaires

Les dommages tissulaires génerés par S. pyogenes associent la dissolution du caillot de
fibrine produit localement en réaction a I’infection, la destruction de matrices extra cellulaires
et des modifications de la perméabilité vasculaire.

Les constituants de la matrice extracellulaire la fibronectine et la vitronectine, sont
clivées in vitro par SpeB (241) qui, par ailleurs, active in vitro une métalloprotéase de la
matrice endothéliale humaine, MMP-2, dont les substrats sont les protéines de matrice
extracellulaire et plus particulierement le collagéne de type IV (69). Ces données ont été
confirmees in vivo dans un modéle murin d’infection invasive pulmonaire ; SpeB active les
métalloprotéases MMP-2 et MMP-9 contribuant aux lésions tissulaires et a la dissémination
de S. pyogenes via la libération des marqueurs de 1’apoptose TNF-a et FasL (474). De plus, S.
pyogenes active in vitro, par un mécanisme inconnu, la MMP-13 dans des chondrocytes
humains favorisant la destruction osseuse associée aux arthrites septiques (414).

S. pyogenes a également la capacité de lier le plasminogene humain par I’intermédiaire

de quatre de ses protéines de surface : la PAM (plasminogen-binding group A streptococcal
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M protein) (37), la Prp (PAM related protein) (417), la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogenase (GAPDH) (373) et I’a-énolase SEN (streptococcal enolase) (61) ainsi que par
I’intermédiaire du fibrinogene lié a la protéine M (500). Une fois lié a la surface de S.
pyogenes, le plasminogéne est activé par la streptokinase en plasmine (400) qui peut lyser les
caillots de fibrine, le tissu conjonctif et la matrice extracellulaire (121, 387). Le complexe tri-
moléculaire combinant le plasminogeéne, la streptokinase et le fibrinogéne est associé a la
diffusion tissulaire de S. pyogenes, démontrant sa capacité a utiliser le plasminogéne humain
comme facteur de virulence (471). De plus, SpeB clive le récepteur a l'urokinase présent a la
surface des monocytes et libére un fragment dont D’activité enzymatique activatrice du
plasminogéne est conservée, contribuant ainsi a la dégradation tissulaire (516).

Par ailleurs, la hyaluronidase Hly dont les substrats sont 1’acide hyaluronique
capsulaire ainsi que 1’acide hyaluronique tissulaire humain (418) contribue a la virulence de S.
pyogenes dans un modéle animal d’infection cutanée invasive en permettant la diffusion de
macromolécule de dextran de haut poids moléculaire (449).

Enfin, une hypothese pour expliquer la destruction tissulaire rapide associée a une
nécrose qui caractérise la DHN repose sur la formation de complexe plaquettes-PNN médiée
par SLO qui obstrueraient le flux sanguin dans les muscles squelettiques aboutissant a une

hypoxie locale puis a la nécrose (67).

2.6.2 Réaction inflammatoire

Différents facteurs de virulence de S. pyogenes contribuent a induire une réponse
inflammatoire chez 1’hote. Cependant, dans certaines présentations cliniques, celle-ci est
exacerbée par des exotoxines de S. pyogenes et notamment en cas de syndrome de choc
toxique streptococcique (SCTS).

Ainsi SpeB induit une réaction inflammatoire chez 1’hote en activant, par clivage, le
précurseur de la cytokine inflammatoire IL1B (239). De plus, SLO, le LTA et le
peptidoglycane peuvent également favoriser la production de cytokines IL1p et TNF-a par les
monocytes et les PNN (189, 344, 445).

La perméabilité vasculaire est elle aussi altérée par S. pyogenes par I’intermédiaire de
SpeB qui active directement le kininogene pro-inflammatoire humain en contournant la voie
classique physiologique et favorisant ainsi I’hypotension consécutive a la perméabilité
vasculaire (201). De plus, en clivant la protéine M de la surface de S. pyogenes, SpeB favorise

la formation de complexes protéine M - fibrinogéne plasmatique qui vont activer les PNN en
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se fixant sur leurs récepteurs membranaires a 1’intégrine B2. Les PNN ainsi activés vont
libérer un médiateur pro-inflammatoire, la protéine liant 1’héparine induisant une fuite
vasculaire (202). Les complexes protéine M - fibrinogene plasmatique peuvent également se
fixer sur les plaquettes qui, en présence d’IgG anti protéine M, vont étre activées, générant

ainsi un thrombus riche en plaquette qui obstrue la microcirculation (429).

La survenue d’un SCTS est pour partie liée a la sécrétion de super-antigenes qui vont
stimuler anarchiquement le systéme immunitaire de 1’hote conduisant a une réaction
inflammatoire paroxystique (513). S. pyogenes posséde 11 genes distincts codant les super-
antigénes suivants : SpeA (streptococcal pyrogenic exotoxin A), SpeC, SpeG, SpeH, Spel,
SpeJ, SpeK, SpeL, SpeM, Ssa (streptococcal superantigen) et SmeZ (streptococcal mitogenic
exotoxin Z) (34, 66, 175, 234, 327, 392, 394). Les genes speG, sped et smeZ appartiennent au
métagénome de S. pyogenes alors que speA, speC, speH, spel, spekK, speL, speM et ssa sont
localisés sur des prophages (336). La distribution des génes de super-antigenes est variable
selon les souches de S. pyogenes, les genes du core génome speG et smeZ étant par définition
retrouvés dans toutes les souches (90, 301, 394) alors que la prévalence de speJ varie selon les
études entre 51% et 100% (90, 394, 423, 495). speA, speC, ssa, et smeZ existent sous
différentes formes alléliques pour lesquelles les activités super—antigéniques sont variables
(240, 247, 301, 342, 393, 399)

La résolution des structures de SpeA, SpeC, SpeH et SmeZ-2 a mis en évidence leur
similarité. Les super-antigénes sont des exotoxines d’environ 25 kDa caractérisées par la
présence d’un site de liaison au lymphocyte T et d’un site de liaison au complexe majeur
d’histocompatibilité de classe 11 (CMH I1) présent a la surface des cellules présentatrices de
I’antigéne (10, 15, 375, 411). La fixation simultanée des super-antigénes au CMH 1l et a la
sous-unité variable VB du récepteur des lymphocytes T ou TCR (T-cell receptor), en font de

puissants stimulateurs du systeme immunitaire (Figure 9).
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Figure 9. Interaction d’un super-antigene de S. pyogenes avec le CMH II d’une cellule
présentatrice de I’antigene et le récepteur des lymphocytes T.

Onze super-antigenes ont été décrits chez S. pyogenes : SpeA, SpeC, SpeG, SpeH, Spel, SpeJ,
SpeK, SpeL, SpeM, Ssa et SmeZ. D’aprés (286).

Cette interaction va entrainer la stimulation polyclonale des lymphocytes T exprimant
la sous-unité spécifique VPB. Il en résulte une augmentation de la sécrétion par les
lymphocytes T des cytokines IL-1p et TNF-a ainsi que des médiateurs des lymphocytes T IL-
2 et INF-y (348, 352, 446). Par ailleurs, la fixation des super-antigenes sur les molécules
CMH 1l au niveau de la zone non spécifique située en dehors de la zone de fixation du
peptide, va activer de fagon concomitante la production de des cytokines IL-1p et TNF-a par
les cellules présentatrices de 1’antigéne. Il en résulte une production excessive de cytokines
qui contribuent a activer le systtme du complément, les facteurs de la coagulation et de la
fibrinolyse aboutissant a une hypotension associée a une défaillance d’un ou plusieurs organes
caractéristiques d’un SCTS (348, 352, 446). Une corrélation directe entre 1’intensité de la
réponse inflammatoire et la survenue d’un SCTS a été constatée (348). Les différents super-
antigenes se distinguent par leur capacité spécifique de liaison a la sous-unité VB du TCR et
au CMH II entrainant une réponse des lymphocytes T d’intensité variable (391, 446). Ainsi

SmeZ, et notamment 1’alléle SmeZ-2, est le super-antigene le plus puissant in vitro et in vivo
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dans un modéle de SCTS (391-393, 491, 518). Par ailleurs, 1’activité protéasique variable
exercee par SpeB sur les différents super-antigenes contribue a moduler la réaction
inflammatoire (235, 346).

Historiquement, SpeA et SpeC étaient identifiés comme les toxines de la scarlatine en
raison de leur association avec la scarlatine (504). Ainsi, il existe une association entre SpeA
et la survenue d’un SCTS (34, 124, 196, 459, 473), les génotypes emm1 et emm3 couramment
associés a SpeA, étant les plus fréquents parmi les cas de SCTS (289, 354, 384, 455, 519).

2.7. Séquelles post-streptococciques

2.7.1 Rhumatisme articulaire aigu

Le développement du RAA se fait généralement aprés une période de latence variant
de une a cing semaines suivant la survenue d’un épisode d’angine a S. pyogenes (103, 463,
464). Cependant, la physiopathologie du RAA est complexe et les raisons de sa survenue
restent inconnues. De nombreuses études épidémiologiques ont souligné le caractére
muqueux, lié¢ a la présence d’une épaisse capsule, des souches de S. pyogenes associées au
RAA et leur restriction aux sérotypes M1, M3, M5, M6, M18, M19 et M24 (231, 463, 464).
Selon I’hypothése la plus courante, le RAA est une maladie auto-immune qui résulte de
réactions croisées entre certains composants de S. pyogenes et les tissus hétes médiées par des
auto-anticorps et les lymphocytes T (104, 463, 464). Ainsi, dans les souches de S. pyogenes
associées au RAA, la protéine M5 de surface présente différents épitopes pouvant croiser avec
les différents tissus de 1’hote (Figure 10) (111, 463, 464). La resolution de la structure de la

protéine M1 constitue un argument supplémentaire en faveur de cette hypothese (310).
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Figure 10. Représentation schématique des épitopes croisant avec la myosine, les tissus
articulaire et cérebral et les membranes sarcolemmes au sein des différentes régions
répétées de la protéine M5. D’apres (463).

2.7.2 Glomérulonéphrite aigte

Le développement de la GNA se fait généralement apres une période de latence
variant respectivement de une a deux semaines, ou trois a six semaines suivant la survenue
préalable d’un épisode d’angine ou d’une pyodermite a S. pyogenes (103, 165, 463, 464). La
physiopathologie de la GNA est complexe, elle implique des réactions croisées entre certains
composants glomérulaires et des antigenes de S. pyogenes dits néphritogenes, résultant de la
formation de complexes immuns et d’auto-anticorps. L’identification des différents antigenes
néphritogenes de S. pyogenes impliqués dans la GNA, reste cependant controversée. La
protéine M est une candidate potentielle car une association entre le sérotype des souches
néphritogenes de S. pyogenes et leur origine anatomique a été observée. Ainsi les serotypes
M1, M2, M4, M12, M18 et M25 sont plut6t associés a une angine primitive et les sérotypes
M49, M55, M57 et M60 a une pyodermite (103). De plus, une réaction croisée entre des
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anticorps monoclonaux dirigés contre le glomérule et les protéines M6 et M12 a été observée
(174). Enfin, des anticorps anti protéine M12 élues par le glomérule ont été observés dans un
modele animal de GNA induite par une souche de S. pyogenes M12 (281). Deux études
indépendantes de biopsies rénales recueillies au cours de GNA, ont permis de mettre en
évidence la présence de SpeB par immunofluorescence dans deux tiers des cas, associée a une

élévation significative du titre des anticorps sériques anti SpeB chez ces patients (19, 100).

2.8. Facteurs d’hote

Du point de vue de I’hote, le systéme immunitaire va intervenir afin de circonscrire et
enrayer 1’infection par S. pyogenes. Le résultat dépendra d’une prise en charge thérapeutique
adéquate mais aussi des facteurs environnementaux, de comorbidité et des predispositions
génétiques.

La protection contre S. pyogenes est mediée entre autre par des anticorps opsonisants
dirigés spécifiqguement contre un épitope de la région amino-terminale de la protéine M
conférant une immunité acquise a long terme (233, 269, 270). Les autres régions de la
protéine M sont également immunogénes mais les anticorps correspondants ne sont pas
opsonisants. Ainsi tous les sérums humains contiennent des anticorps anti S. pyogenes dirigés
contre la région C hautement conservée de la protéine M (212). Cependant le taux sérum
d’anticorps anti S. pyogenes est plus faible chez les adultes comparativement aux enfants
(103) probablement dd aux nombreuses infections a S. pyogenes contractées pendant
I’enfance et donc au renforcement de leur réaction immunitaire.

Ainsi la protection humorale peut se décomposer en deux étapes. En rentrant en
contact avec les muqueuses de 1’héte, 1’adhésion de S. pyogenes peut étre bloquée par des IgA
non opsonisantes spécifiques de la région C hautement conservée de la protéine M. Les S.
pyogenes qui pénetrent dans les tissus sont eux opsonisés par des anticorps spécifiques de la
région amino-terminale de la protéine M et, aprés action du complément, sont phagocytés et
détruits par les phagocytes (159, 245). En dehors de la protéine M, d’autres composants de la
surface de S. pyogenes ont été décrits comme inducteurs d’anticorps opsonisants dont
I’endopeptidase ScpA (113, 226, 416). Enfin, des anticorps protecteurs neutralisant la toxiciteé
de SpeA, SpeB et SpeC ont également été décrits (214, 349, 350). Plus récemment, le rble des
récepteurs de type TLR 9 (Toll-like receptor) appartenant a la famille des récepteurs de

reconnaissance de motifs moléculaires et intervenant dans I’immunité innée, a été démontré in
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vivo. Dans un modéle murin d’infection sous-cutanée nécrosante TLR 9 contribue a
I’élimination de S. pyogenes notamment en favorisant la production des especes actives de
I’oxygene par les macrophages (520).

L’immunité cellulaire participe également a la protection contre S. pyogenes en
renforcant la réponse des anticorps ciblant la protéine M notamment (405, 406).

Les prédispositions génétiques semblent aussi avoir une place dans la survenue d’une
infection invasive a S. pyogenes et dans son évolution. En effet, il existe une corrélation
directe entre I’intensité de la réaction inflammatoire de 1’hote et la sévérité de 1’infection a S.
pyogenes ; ainsi, les patients développant une forte réaction inflammatoire en réponse aux
super-antigénes sont plus enclins a développer un SCTS que ceux produisant un plus faible
niveau de cytokines (348, 352). Par ailleurs, certains haplotypes du HLA de classe Il
conférent une protection contre les formes sévéres d’infections invasives a S. pyogenes alors
que d’autres sont plutét de mauvais pronostic (253, 351). Cette différence résulterait de
capacité de liaison variable de certains haplotypes du HLA de classe Il pour les super-
antigenes de S. pyogenes (286, 287). En plus du polymorphisme du HLA de classe Il, le
polymorphisme des séquences microsatellites du TNF semble également implique, certains
haplotypes conférant une protection (253).

Une corrélation entre certains haplotypes du HLA de classe Il et la survenue de

séquelles post-streptococciques a également été retrouvee (182, 330, 335).
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3. Adaptation de S. pyogenes a son environnement, conséquences
sur sa virulence

La diversité des manifestations cliniques de S. pyogenes est en partie liée a ses
nombreux facteurs de virulence. Ceux-ci sont également nécessaires a 1’adaptation de S.
pyogenes aux différents environnements physiologiques rencontrés au cours du processus
infectieux et notamment lors du passage colonisation - invasion. Pour ce faire, S. pyogenes a a
sa disposition 3 régulateurs transcriptionnels directs dont mga (multiple gene activator of
GAS) impliqué dans le régulation d’environ 10% du génome incluant les génes codant la
protéine M et la C5a peptidase (pour revue (215)). Par ailleurs, S. pyogenes possede 13
systéemes de régulation transcriptionnelle a deux composants (two component system, TCS)
lui permettant de « sentir » son environnement et de réguler ’expression de nombreux géenes

en réponse aux conditions environnementales et de stress rencontrées (259).

3.1. Le systeme CovR/CovS

Classiquement un TCS est constitué¢ d’un capteur membranaire de 1’environnement
avec une fonction histidine kinase (HK) et d’un régulateur cytoplasmique (RR). En réponse a
un stimulus le capteur s’autophosphoryle au niveau d’un résidu histidine puis transmet le
signal par transfert du groupement phosphate sur un résidu aspartate du régulateur
cytoplasmique. Le régulateur phosphorylé se fixe sur les régions promotrices de genes cibles
activant ou réprimant leur transcription en réponse au signal détecté par le capteur ( Figure
11) (511). La transduction du signal détectée par le capteur implique donc les trois réactions

de phosphorylation/ déphosphorylation suivantes :
Réaction| ATP + HK-His > ADP + HK-His - P

Réaction Il HK-His - P + RR-Asp - HK-His + RR-Asp - P
Réaction 1ll H20 + RR-Asp - P > RR-Asp + Pi
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Figure 11. Représentation schématique d’un TCS classique.

Le TCS est constitu¢ d’un capteur transmembranaire HK et d’un régulateur cytoplasmique
RR. HK est constitué d’un domaine senseur incluant 2 domaines transmembranaires TM1 et
TM2, une région conservée contenant les boites de fixation a I’ATP H, GI1, F et G2 et un
domaine histidine kinase catalysant son autophosphorylation sur un résidu histidine (H). Le
groupement phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate (D) situé dans le domaine
de régulation du domaine cytoplasmique RR. D’apres (511).

Parmi les TCS de S. pyogenes, le systtme CovR/CovS (control of virulence), présent
chez toutes les souches, est le plus largement étudié et suscite le plus d’intérét. En effet, les
divers transcriptomes montrent la grande plasticité des génes régulés par le systeme
CovR/Covs suggerant son role majeur dans la virulence de S. pyogenes.

De nombreuses équipes se sont attachées a caractériser le systtme CovR/CovS en
recherchant les genes dont il régule la transcription, les signaux de I’environnement détectés
et plus globalement son impact sur la virulence de S. pyogenes. Les travaux réalisés utilisant
des souches de S. pyogenes de genotypes emm différents, des modéles animaux non

comparables et étudiant soit CovR soit Covs, les résultats obtenus sont sujets a controverse.

3.1.1 Le régulon

Initialement, le systeme CovR/CovS de S. pyogenes a été décrit chez des souches dont
le phénotype muqueux suggérait une surproduction de I’acide hyaluronique capsulaire
associée a une virulence accrue. Dans le but de rechercher un régulateur de I’expression de la
capsule, une banque de mutants a été construite par mutation transpositionnelle a partir d’une

souche de S. pyogenes M3 (279). L’étude des souches muqueuses a permis de mettre en
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évidence I’insertion du transposon dans le promoteur d’un opéron contenant 2 ORFs dont le
séquencage a montré leur similitude avec les TCS. Ces ORFs ont été initialement dénommees
csrS et csrR pour capsule synthesis regulator sensor component/regulator component. La
construction secondaire d’un mutant dans cSrR a montré une augmentation de transcription de
I’opéron has responsable de la synthése de la capsule, suggérant le role répresseur de CsrR
observé sur la synthese de la capsule in vitro. Ainsi ces travaux ont montré que CsrR, en
régulant négativement I’expression de la capsule, influengait la virulence d’une souche de S.
pyogenes Ma3.

Par la suite, I’utilisation d’une souche de S. pyogenes M6 a permis a Scott et coll.
d’obtenir la caractérisation biochimique la plus aboutie in vitro, du systeme CovR/CovS. Le
transcriptome de cette souche a montré que le systtme CovR/CovsS régule de fagon directe ou
non, 15% des genes de S. pyogenes principalement en réprimant leur transcription (117).
Parmi ces génes, CovR réprime de facon directe in vitro, la transcription des genes de
virulence hasA, ska, sagA et sda codant respectivement la hyaluronate synthase, la
streptokinase, la SLS et une DNase, au cours des phases exponentielle et stationnaire de
croissance (148). De plus, CovR réprime de facon directe in vitro sa propre transcription et
celle du gene rivR codant un régulateur transcriptionnel type RofA (148, 404). Enfin, il a été
montré que la transcription de 1’opéron cov, réprimée par CovR, pouvait étre activée par
RocA (regulator of cov) dont le géne rocA semble inféodé a I’espéce S. pyogenes (57).

Le transcriptome de souches cliniques de S. pyogenes M1 a confirmé que le systeme
CovR/CovsS régule environ 15% du génome de S. pyogenes dont speA, ska, sic, sped, SpyA,
fba, scpA, sdaD2, hasA, hasB, hasC, mac, slo, nga, spy0115, spyCEP, sclA, grab, rgg, sagA,
sagB, sagC, speB et spd (470). De plus, la répression de ska, sda, hasA, sagA, speB, et
I’opéron cov est dépendante de la phosphorylation de CovR (197, 320).

3.1.2 Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action du systeme CovR/CovS comporte encore de nombreuses
incertitudes ; la phosphorylation de CovR par CovS n’ayant par exemple, jamais été
démontrée in vitro. Cependant, I’utilisation d’acétyle phosphate a permis d’étudier les
interactions de CovR avec I’ADN et d’identifier le promoteur putatif de certains génes régulés
par le systeme CovR/CovsS.

Ainsi, dans une souche M6, CovR sous forme phosphorylée (CovR-P) a une plus

grande affinité pour les promoteurs des genes hasA, ska, sagA et de 1’opéron cov que la forme
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non phosphorylée, leur répression s’effectuant avec des niveaux variables (Figure 12) (83,
149, 163, 185, 186). Par ailleurs, le ratio CovR-P/CoVvR est diminué dans une souche délétée
de covS ; cependant, il reste du CovR-P, suggérant que la phosphorylation de CovR peut
également étre réalisée par une voie différente de CovS (82). Cette hypothése a été confirmée
par la construction d’une souche délétée de covS dans laquelle la répression de la transcription
de hasA par CovR est cependant maintenue (118). La phosphorylation de CovR entraine sa
dimérisation, permet la formation de liaisons stables avec I’ADN au niveau des promoteurs de
sagA, hasA, sda, ska, speB et de I’opéron cov dans une région riche en AT, et renforce sa
capacité a réprimer, ce qui suggere gque le dimére CovR-P constitue la forme la plus active sur
I’ADN (185, 186, 320). Cependant I’introduction d’une mutation au site de phosphorylation
de CovR (acide aspartique en position 53) ne modifie pas in vitro sa fixation a I’ADN
évoguant un mécanisme plus complexe (185).

Des régions consensus ATTARA ont éte identifiées en amont et en aval des
promoteurs des genes ska, hasA, sagA et de I’opéron cov incluant respectivement 4, 5, 2 et 7
copies, pour lesquelles 1’affinité de CovR et CovR-P est variable (Figure 12) (83, 149, 163,
185, 186). Ainsi, quatre régions consensus sur les cing identifiées sont importantes pour la
répression in vitro du promoteur de hasA, la présence des deux thymines consécutives dans
chacune d’entre elles étant par ailleurs nécessaire a la fixation de CovR (149). De la méme
facon, la présence des deux thymines consécutives est nécessaire a la fixation de CovR sur
cinq des sept régions consensus identifiées dans 1’opéron cov (186). La fixation de CovR étant
conservée sur deux des régions consensus malgré la substitution des deux thymines
consécutives, suggere une coopération des régions consensus pour la répression du promoteur
de I’opéron cov (186). Une coopération des deux régions consensus situées de part et d’autre
du promoteur de sgaA a également été démontrée pour la répression par CovR du promoteur
de sagA (163). La répression du promoteur de ska par CovR est tres différente, ne nécessitant

la fixation de CovR qu’a une seule région consensus située en amont du promoteur (83).
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Figure 12. Sites de fixation de CovR sur les régions promotrices de ska, has, sagA et cov
et conséquences sur la transcription.

Représentation schématique des régions promotrices de ska, has, sagA et cov. Les régions
consensus sont représentees par des fleches blanches. Le point de départ de la transcription est
matérialisé par une fleche noire. Les régions consensus indispensables in vitro a la
transcription sont entourées. Sont indiquées les augmentations de fixation a I’ADN et de
répressions consécutives a la phosphorylation de CovR. D’apres (82, 83, 149, 163, 186).

Ainsi le mécanisme d’action hypothétique du systeme CovR/CovS le plus courant
suggere que CovS phosphoryle CovR puis celui-ci se dimérise et se fixe au niveau des régions
consensus des promoteurs de genes afin de réprimer leur transcription (Figure 13). Cependant,
le réle exercé par CovS sur CovR ne semble pas uniforme et les conséquences se manifestent
de facon différente selon les genes. Ainsi I’étude de la transcription de speA, speB, spd3,
spy430, grab et rivR chez des mutants covR, covS et covRS a permis de distinguer deux
groupes de genes. Un premier groupe constitué de speA, spy430 et rivR pour lesquels la
répression exercée par CovR est renforcée en présence de CovS. Le deuxieme groupe
constitué de speB, spd3 et grab pour lesquels CovS semble s’opposer a la répression exercée
par CovR (487). Un effet opposé de CovS sur la répression exercée par CovR a également été
évoqué en étudiant I’influence de I’environnement sur le systtme CovR/CovS. En effet, une
souche délétée de covS ne pousse pas a pH6, ni a 40°C ni dans un milieu hyperosmolaire.
Dans ces trois conditions; les seules colonies obtenues aprés culture d’une souche délétée de
covS possedent toutes, en plus de leur déletion attendue dans covS, une mutation dans covR
(118). De plus, dans la souche sauvage aprés culture a 40°C, le promoteur de has est
déréprimé confirmant I’aspect muqueux des colonies. Ces observations ont donc permis

d’¢élaborer I’hypothése qu’en conditions de stress, CovS inactive CovR qui ne peut donc plus
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inhiber la transcription de certains génes (118). Ainsi a 37°C CovR réprime rscA (regulated
by stress and Cov) codant la protéine RscA (ABC transporteur) alors que son expression est
augmentée a 40°C (117). Des résultats similaires ont été obtenus aprés avoir soumis la souche
délétée de covS a un chélateur férique (162). Ceci suggére que CovS peut capter différents
types de stress et que CovR réprime des genes impliqués dans le métabolisme du fer,
confirmant qu’en plus des génes impliqués dans la virulence de S. pyogenes, le systeme
CovR/CovS régule des geénes impliqués dans 1’adaptation a 1’environnement. Notamment,
CovR augmente de facon indirecte, la transcription du gene dppA, codant un dipeptide
perméase potentiellement impliquée dans la détoxification de S. pyogenes (117, 184). De plus,
I’expression de hasB, ska et sagBCD est diminuée en présence de fortes concentrations de
MgCl; extracellulaire pour une souche de S. pyogenes M3, alors qu’elle est inchangée chez le
mutant délété de covS (180). Ceci suggere que le MgCl, extracellulaire est détecté par CovsS et
que la répression exercée par CovR est renforcee en présence de MgCl,. La réalisation d’un
transcriptome en présence de MgCl, a la concentration finale de 15 mM a montré que
I’expression de 73 genes était modifiée en présence de MgCl, chez une souche de S. pyogenes
M3 contrairement a son mutant délété de covS dont I’expression d’un seul géne était modifiée
en présence de MgCl, (179). Ceci suggere que CovS et I’un des principaux capteurs du MgCl,
a la concentration extracellulaire de 15 mM. La réalisation d’un autre transcriptome en
présence de MgCl; a la concentration finale de 1 mM et en utilisant une souche délétée de
CovR, a montré que I’expression de 139 génes était différente chez la souche sauvage et la
souche mutante. Ainsi la comparaison des deux transcriptomes montre que 1’expression de 30
génes est régulée par le systtme CovR/CovsS en réponse a une forte concentration de MgCl..
L’analyse deétaillée des génes dont la transcription varie dans ces différentes conditions et
différents fonds génétiques suggere que CovS est le principal mais non I"unique détecteur de
MgCl; extracellulaire, que CovR régule 1’expression de certains génes indépendamment de
CovS et, enfin, que 1’expression de certains genes en réponse a une forte concentration de
MgCl, détectée par CovS est médiée par un autre régulateur transcriptionnel que CovR.
L’utilisation de cette méme souche de S. pyogenes M3 et de son mutant délété de covS a
permis de montrer que le peptide anti-microbien LL-37, a la concentration sub-inhibitrice de
100 nM, favorise 1’expression de hasB, prtF, IdeS et spy0170 chez la souche sauvage alors
qu’elle est trés diminuée voire abolie chez le mutant délété de covS (181). Ce résultat a été
obtenu de fagon comparable avec une souche de S. pyogenes M1 et son mutant délété de covs.
De plus, I’augmentation d’expression des genes codant la synthese capsulaire en présence de

LL-37 est antagonisée par 1’addition de MgCl, de fagon dose dépendante chez la souche
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sauvage, suggérant que le LL-37 est détecté par CovS et que CovR ne réprime plus
I’expression de ces genes de virulence en présence de LL-37. L’hypothése d’un antagonisme
entre le MgCl, et le LL-37 pour I’expression de génes régulés par le systéme CovR/CovS a été
confirmée pour 10 génes d’une souche de S. pyogenes M1, I’expression de speA, sdal, ska,
slo, nga et spy0136 étant favorisée par LL-37 et réprimée par le MgCl, contrairement a metB,
spy1414, grab et speB dont I’expression est favorisée par le MgCl, et réprimée par LL-37
(485).

Signaux ?

Figure 13. Représentation schématique du systeme CovR/CovS.

Les phosphorylations de CovS et de CovR sont représentées par des fleches noires et rouges.
La déphosphorylation de CovR est représentée par une fleche verte vide. Le « ? » représente
la phosphorylation de CovR par I’acétyle phosphate voire d’autres voies inconnues. Les
barres rouges représentent la répression exercée par CovR sous forme phosphorylée.
L’activation du promoteur de I’opéron COVRS est représentée par une fleche verte. D’aprés
(57, 82, 83, 117, 118, 148, 149, 162, 163, 184-186, 404).

La structure de CovS a été caractérisée en étudiant les interactions entre LL-37 et le

systeme CovR/CovS (Figure 14). La présence d’un résidu aspartate en position 148 et 152
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associés a un résidu glutamate en position 151 semble indispensable a 1’interaction avec LL-
37 avec le domaine extracellulaire de CovS. Enfin, 1’étude de la résistance a la phagocytose in
vitro de la souche sauvage M1, de son mutant délété de covS et d’un triple mutant des résidus
précédents en présence de LL-37, suggere que le LL-37 provoque 1’autophosphorylation de
CovsS qui a son tour phosphoryle CovR. Ainsi en présence de faible concentration de LL-37,
le systtme CovR/CovS permettrait I’expression de génes de virulence afin de combattre le
systéme immunitaire inné. La construction de mutants délétés de slo, has ou les deux a partir
d’une souche de S. pyogenes M1 délétée de covR a confirmé que le LL-37 stimule
I’expression de slo et hasB via le systeme CovR/CovS favorisant ainsi la résistance a la

phagocytose in vitro par les PNN et les macrophages (288).

277 496
M M

Figure 14. Représentation schématique de CovS.

CovS est constituée de 2 domaines transmembranaires (M), un domaine extracellulaire
(ECM), un domaine HAMP impliqué dans les changements conformationnels, un domaine
histidine kinase (HK) et un domaine ATPase (HATPase). D’apres (485).

3.1.3 Mutation dans le systeme CovR/CovS in vivo

De facon trés élégante, Sumby et coll. ont démontré le r6le du systeme CovR/CovS
dans la virulence de souches de S. pyogenes isolées en médecine humaine (470). Les
transcriptomes de 9 souches cliniques de S. pyogenes M1 dont 3 souches muqueuses isolées
au cours d’infections invasives et 6 souches non muqueuses d’angines ont été comparés. Les
résultats des 12 transcriptomes se répartissaient en deux groupes superposables aux
manifestations cliniques et montraient environ 10% de différences entre les deux groupes.
Une variation de transcription au moins supérieure a deux était observée pour 89 génes dont
24 genes de virulence confirmés ou putatifs ; 17 génes étant surexprimés dans les souches
invasives et 7 dans les souches d’angines suggérant une association entre le type de
manifestation clinique et la fonction codée par ces génes. Pour tester cette hypothese, une
souche représentative de chacun des deux groupes a été injectée par voie sous-cutanée a des
souris sacrifiées 5 jours aprés. La culture des rates permettait d’obtenir des colonies
muqueuses quelque soit la souche infectante utilisée. La culture des Iésions cutanées prélevées

chez les souris infectées par la souche invasive donnait des colonies muqueuses contrairement
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au mélange de colonies muqueuses et non-muqueuses obtenu aprés culture des lésions
cutanées prélevées chez les souris infectées par la souche d’angine. Les résultats du
transcriptome réalis€ sur 6 souches obtenues apres passage dans I’animal de la souche
humaine invasive et de 18 souches obtenues aprés passage dans I’animal de la souche
humaine d’angine sont comparables aux résultats du premier transcriptome qui incluait 9
souches humaines invasives et 6 souches d’angine. Ceci suggére qu’une transition souche
non-invasive/invasive est survenue dans 1’animal. Pour tester cette hypothése, les génomes
complets des deux souches humaines injectées aux souris ont été séquencés ainsi que ceux
d’une souche obtenue apres passage dans 1’animal de la souche humaine invasive et une
souche muqueuse obtenue aprés passage dans 1I’animal de la souche d’angine. La comparaison
de ces quatre génomes a montré que la souche humaine invasive et sa dérivée obtenue dans
I’animal avait des génomes identiques. Les génomes de la souche d’angine et de sa dérivée
muqueuse obtenue aprés passage dans 1’animal ne présentaient qu’une seule différence : une
insertion de 7 paires de bases dans le géne covS aprés passage dans 1’animal. Par ailleurs, les
deux souches humaines présentaient 20 différences dont la délétion d’une base dans le géne
covS de la souche invasive associée a 7 substitutions synonymes d’un seul nucléotide dans 6
génes chromosomiques et un phage.

Les hypothéses déduites des analyses transcriptomiques ont été confirmées par 1’étude
de la synthese, par western blot, des protéines SpeA, SpeB, SLO, Mac et Spd3 dont les
transcriptomes avaient suggéré une régulation par le systtme CovR/CovS. Ainsi la souche
invasive mutée dans covS surexprimait SpeA, SLO, Mac et Spd3 contrairement a la souche
sauvage d’angine qui surexprimait SpeB. De plus, la complémentation en trans de la souche
invasive par un plasmide codant CovS donnait un profil de western blot identique a celui de la
souche d’angine pour SpeA, SpeB, SLO, Mac et Spd3.

D’autre part, ’avantage conféré par la mutation dans covS a été testée in vitro ; la
résistance a la phagocytose des PNN étant supérieure pour la souche humaine invasive mutée
dans covS que pour la souche sauvage non invasive. La virulence des deux souches humaines
a également été testée in vivo dans un modéle murin d’infection invasive et dans un modéle
d’infection des tissus mous. La souche humaine invasive mutée dans covS était également la
plus virulente chez la souris, dans un modele d’infection invasive, comparativement a la
souche sauvage d’angine. Au contraire, la souche d’angine provoquait des Iésions cutanées
plus étendues chez la souris en comparaison de la souche humaine invasive.

Cette étude tres complete confirme le réle majeur du systeme CovR/CovS dans la

virulence de S. pyogenes ainsi que sa complexité. En effet, alors que Scott et coll. suggéraient
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la présence indispensable de CovS en situation de stress, cette étude montre que in vivo la
virulence de S. pyogenes est accrue en présence de mutation dans covS. L’identification de
mutations spontanées dans le syst¢tme CovR/CovS aprées passage dans 1’animal décrite dans
cette étude mais aussi par d’autres, suggere néanmoins le role central de ce systéeme dans la

virulence de S. pyogenes (139).

L’hypothése d’un avantage attribué a une mutation dans le systéme CovR/CovS pour
I’établissement de la virulence de S. pyogenes, est corroborée par 1’étude d’une autre souche
M1 (211). La construction puis 1’étude du mutant délété de covS a montré une capacité de
liaison a la fibronectine et a former du biofilm réduite, une diminution d’adhésion in vitro a
des kératinocytes et a des cellules laryngées ainsi qu’une capacité a coloniser un modé¢le
murin cutané réduite, tout en conservant la surexpression de sa capsule. Par ailleurs, un cas
clinique rapportant 1I’isolement d’une souche de S. pyogenes M&1 responsable d’angine et 13
jours plus tard I’isolement par hémoculture chez le méme patient de la méme souche a
I’exception d’une insertion de 11 nucléotides dans covS confirme cette hypothése (164). De
plus, le transcriptome d’une souche de S. pyogenes M1 utilisée dans un modele animal
d’angine variait tout au long des 86 jours de 1’étude ; la transcription du systeme CovR/CovS
étant maximale pendant la phase aigué de I’infection (494). Cependant, la construction de
mutants delétés de covS a partir de souches de S. pyogenes M2, M6, M18 et M49 a mis en
évidence des phénotypes différents soulignant la complexité du systeme CovR/CovS et la
variabilité des souches de S. pyogenes (467). Ainsi pour I’ensemble des mutants délétés de
covS une surexpression de la capsule était observée ainsi qu’une diminution d’adhésion in
vitro a des kératinocytes. Cependant, la capacité de formation du biofilm et la survie en sang
total humain variaient en fonction des souches. Ainsi tous les mutants, a 1’exception de celui
de la souche M6, formaient moins de biofilm comparativement a la souche sauvage et la

survie en sang total était réduite pour tous les mutants sauf la souche M49.

La perte de I’intégrit¢é du systeme CovR/CovS par des mutations, semble donc
importante dans I’établissement de I’invasion par S. pyogenes; en revanche, elle ne lui
confere aucun avantage particulier au cours des premicres étapes de colonisation de 1’hote.
Ainsi, la multiplication in vitro dans de la salive humaine a été observée pour une souche
d’angine par Sumby et coll. et non avec la souche mutante délétée de covS (487). De plus, la
colonisation nasopharyngée d’un modéle murin est inefficace avec des souches de S.

pyogenes M2 et M75 mutées dans covR/S contrairement a leur souche sauvage (6).
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Le fonctionnement du systtme CovR/CovS est complexe ; CovS renforcant ou
diminuant la répression exercée par CovR sur 1’expression de certains génes en réponse aux
stimuli environnementaux. De plus, récemment il a été démontré que le régulateur
transcriptionnel RivR dont I’expression est réprimée par CovR, renforgait la répression
exercée par CovR sur I’expression de hasA et grab (486). Enfin, la régulation du systeme
CovR/CovsS est en partie liée a CovR qui réprime la transcription de 1’opéron cov mais aussi a
RocA et Rgg (regulatory gene glucosyltransferase) qui semblent, eux, favoriser la
transcription de I’opéron cov (57, 79). Néanmoins, le r6le du systtme CovR/CovS semble
fondamental dans le processus infectieux de S. pyogenes ; de 1’étape de colonisation qui est
favorisée par son intégrité, a 1’étape d’invasion au cours de laquelle la survenue de mutation
dans covR/S est associée a une virulence accrue. Sa nécessité pour la colonisation explique en
partie pourquoi les souches de S. pyogenes mutées dans covR/S ne sont pas émergentes malgré

I’avantage conféré sur le caractere invasif de ces souches.

3.2. Role du « quorum sensing » dans la virulence de S. pyogenes

S. pyogenes a la capacité de moduler I’expression de ses génes en réponse aux signaux
de P’environnement par le systéme CovR/CovS mais aussi en fonction de la densité de
population bactérienne par des systémes de quorum sensing (QS).

Le systtme de QS consiste a produire des petits peptides de signalisation ou
phéromones qui sont activement secrétées en dehors de la bactérie. Les phéromones
s’accumulent dans le milieu extracellulaire et a partir d’une certaine concentration seuil vont
étre détectées a la surface de la bactérie par l'interaction avec une kinase ou, apres
réimportation, dans le cytoplasme par l'interaction directe avec une protéine de régulation
cytoplasmique. Ainsi le QS permet la coordination des réponses a travers une population
bactérienne (321, 503).

La construction d’une banque de mutants par mutation transpositionnelle a partir
d’une souche de S. pyogenes M14 isolée au cours d’'une DHN a permis d’identifier un tel
systeme (205). Le criblage de la banque de mutants chez la souris a mis en évidence 1’absence
d’un mutant dans la rate suggérant I’insertion du transposon dans un géne de virulence. Le
séquencgage de ce mutant a permis de mettre en évidence qu’elle était au sein d’un locus

dénommé sil (streptococcal invasive locus) partageant une forte similarité de séquence avec le
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QS impliqué dans la compétence de S. pneumoniae. L’utilisation d’un modéle murin
d'infection des tissus mous a permis de tester cette hypothese et de confirmer que le locus sil
est impliqué dans la diffusion de S. pyogenes dans les tissus profonds (205). Ce locus sil est
constitué de 6 ORFs; silA/silB et silD/silE codant respectivement un TCS, SilB étant le
senseur et SilA le régulateur, et un ABC transporteur. Enfin silC et silCR se chevauchent,
étant codé chacun par un brin d’ADN, et sont situés entre les deux couples précedents. silCR
code un peptide de 41 acides aminés, qui, apres clivage, donne la phéromone SilCR de 17
acides aminés. silC code une protéine dont la fonction reste inconnue mais qui semble
impliquée dans la virulence de S. pyogenes (205). SilD/SIIE clivent puis exportent le pré-
peptide de signalisation immature SilCR dans le milieu extracellulaire. Aprés avoir atteint une
certaine concentration seuil, la phéromone mature SilCR se lie au senseur SilB du TCS et
SilA a son tour active la transcription de I’opéron SilE/D/CR (autorégulation) et réprime celle
de silC (142). Par ailleurs, SIICR est impliqué dans la regulation négative de I'expression du
gene codant la protéase SpyCEP compromettant ainsi le recrutement et 1’activation des PNN
au site infectieux (203, 204). De plus, la co-injection par voie sous-cutanée du peptide mature
SIICR et de S. pyogenes permet un fort recrutement des PNN et empéche la diffusion de S.
pyogenes contrairement a l'injection par voie sous-cutanée de S. pyogenes seul (203). Le
séquencage du locus sil de la souche de S. pyogenes M14 isolée au cours d’'une DHN a permis
de mettre en évidence une mutation ponctuelle dans le codon d'initiation de silCR (ATA a la
place de ATG) le rendant inactif (29, 205).

La survenue d’une mutation au sein du locus sil semble importante dans cette souche
de S. pyogenes M14. Toutefois différentes études épidémiologiques ont montré que la
prévalence du locus sil s’élevait respectivement a 12% dans des souches non-invasives au
Japon, 13% dans une collection de souches invasives et non-invasives en Chine et 16% dans
des souches invasives pédiatriques en France (47, 50, 228). Par ailleurs, des mutations ont été
décrites dans le géne silD, diminuant ainsi la prévalence d’un locus sil actif chez S. pyogenes
(47, 50, 228). En revanche, ce locus a été détecté dans les 12 souches de S. dysgalactiae
subsp. equisimilis testées, il était actif dans 63% d’entre elles (203). Ces deux espéces
échangeant du matériel génétique, le locus sil pourrait avoir un réle plus important dans cette

deuxiéme espece.
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Contexte et objectifs des travaux

Notre laboratoire est centre national de référence des streptocoques depuis 2006. Dans
le cadre des missions de surveillance qui nous sont imparties, nous centralisons et expertisons
toutes les souches qui nous sont adressées, celles-ci étant accompagnées d’un formulaire de
renseignements cliniques. Nous disposons donc d’une vaste collection clinico-biologique de
souches de S. pyogenes que nous avons mise a profit afin d’approfondir les connaissances
relatives a 1’épidémiologie moléculaire des facteurs de virulence de S. pyogenes et d’identifier
le ou les déterminants génétiques responsables de la transition colonisation — infections. Dans
un premier temps, nous avons donc décrit les marqueurs moléculaires codant des facteurs de
virulence ou leur régulateur, présents dans un grand nombre de souches invasives de S.
pyogenes. Par la suite nous nous sommes attachés a établir une corrélation entre le
polymorphisme génétique de ces marqueurs moléculaires et le caractére invasif de
nombreuses souches responsables d’infections invasives, non invasives ou de colonisation. De
plus, nous avons recherché un lien éventuel entre ces marqueurs moléculaires et la réponse
immunitaire innée induite par différentes souches de S. pyogenes. Enfin, l'analyse de cas
groupés, donc de souches isogéniques, nous a conduit a étudier un des circuits de régulation
qui, en modulant la virulence de S. pyogenes, est responsable des différences de

manifestations cliniques observées au sein de ces cas.
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1. Epidémiologie des infections invasives a S. pyogenes de
I’adulte survenues en France entre 2006 et 2010 : article I,
annexe |

Publication n°1 : Invasive group A streptococcal infections in adults, France (2006-2010)

Céline Plainvert, Alexandra Doloy, Julien Loubinoux, Agnés Lepoutre, Gislene Collobert,

Gérald Touak, Patrick Trieu-Cuot, Anne Bouvet, Claire Poyart
Clinical Microbiology and Infection (2012), 18(7) : 702-10

Afin d’étudier 1’épidémiologie francaise des infections invasives a S. pyogenes, nous
avons sélectionné au sein de la collection du CNR-Strep toutes les souches invasives de S.
pyogenes isolées entre 2006 et 2010 chez des patients 4gés d’au moins 18 ans. Pour chacune
des souches nous avons déterminé le génotype emm, les génes de super-antigéne et la
sensibilité aux antibiotiques (25, 78, 488). Par ailleurs, nous avons analysé les questionnaires
de renseignements cliniques, qui accompagnent chaque souche, incluant le sexe, la date de

naissance et le lieu de résidence du patient ainsi que la nature et la date du prelevement.

1.1. Caractéristiques démographiques

Nous avons sélectionné 1 542 souches invasives de S. pyogenes isolées entre janvier
2006 et décembre 2010 et adressées par 232 laboratoires répartis sur I’ensemble du territoire
(Figure 15). La surreprésentation du nombre des cas en 2007 est en rapport avec 1’enquéte
nationale réalisée conjointement avec 1’InVS (278). L’age médian des patients était de 60,3

ans et 52,4% des cas concernaient des femmes.
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Figure 15. Caractéristiques démographiques des souches invasives de S. pyogenes isolées
chez I’adulte entre 2006 et 2010.

Distribution des souches invasives adultes de S. pyogenes selon le genre, I’age et I’année
d’isolement.

1.2. Caractéristiques cliniques

Parmi les 1542 infections invasives a S. pyogenes, 1206 (78,2%) cas étaient des
septicemies documentées. Les infections de la peau et des tissus mous étaient les plus
fréquentes (n=674, 43,7%), incluant 337 cas de DHN (Tableau IX). Les SCTS (n=340, 22%)
étaient respectivement 3 et 1,9 fois plus fréquents en cas de DHN ou d’infections pleuro-
pulmonaires (P<0,001) qu’au cours des autres manifestations cliniques et concernaient surtout
des malades entre 50 et 69 ans (P<0,001). Le taux de mortalité hospitaliére, disponible pour
231 cas, était de 15%, s’¢élevant a 18,1% en cas de DHN et a 44,9% en cas de SCTS.
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Tableau IX. Manifestations cliniques des souches invasives adultes de S. pyogenes selon le genre et la tranche d’Ages

Nombre Tranche d’4Ages (années)
Manifestations cliniques de cas (%) 18-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 >80
n=1542 (%) H F H F H F H F H F H F H F H F
Infections de la peau et des tissus
mous, N=674 (43.7%)
Dermo-hypodermite nécrosante 189 (12,3) 148 (9,6) 7(0,5) 9(0,6) 30 (1,9) 13(0,8) 38(2,5) 17 (1,0) 29 (1,9) 25 (1,6) 38(25)  29(L9) 27 (1,8) 22 (1,4) 20 (1,3) 33(2,1)
Erysipéle 61 (4) 89 (5,8) 3(0,2) 0(0) 3(0,2) 5(0,3) 3(0,2) 6 (0,4) 6 (0.4) 8(0,5) 10(06)  10(0,6) 16 (1) 11(0,7) 20 (1,3) 49 (3,2)
Cellulite 15 (1) 9(0,6) 0(0) 2(0,2) 2(0,2) 0(0) 0(0) 0(0) 5(0,3) 3(0,2) 3002 3002 3(0,2) 0(0) 2(0,2) 1(0,2)
Autres 83 (5,4) 80 (5,2) 4(03) 0(0) 5(0,3) 7(0,5) 13(0,8) 8(0,5) 17 (1,0) 7(0,5) 7(05)  11(0,7) 20 (1,3) 14.(0,9) 17 (1.1) 33(2,1)
Septicémie sans foyer, 187 (12,1) 204 (13,2) 10 (0,6) 12 (0,8) 14.(0,9) 23(1,5) 28 (1,8) 14.(0,9) 27 (18) 23(1,5) 31(2) 18(1,2) 42 (2,7) 34(2,2) 35(2,3) 80 (5,2)
n=391 (25.4%)
Infections gynéco-obstétriques,
n=138 (8.9%)
Endométrite 0(0) 87 (5.6) 0(0) 31(2) 0(0) 51(3,3) 0(0) 5(0,3) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Péritonite pelvienne 0(0) 29(19) 0(0) 5(0,3) 0(0) 11(0,7) 0(0) 6 (0.4 0(0) 4(0,3) 0(0) 2(0,2) 0(0) 10.1) 0(0) 0(0)
Chorioamniotite 0(0) 6 (0.4) 0(0) 2(0.1) 0(0) 4(03) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Autres 0(0) 16 (1) 0(0) 9(0,6) 0(0) 3(0,2) 0(0) 2(0,0) 0(0) 1(0,2) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,0) 0(0) 0(0)
Infections pleuro-pulmonaires,
n=136 (8.8%)
Pneumonie 59 (3,8) 39 (2,5) 1(0,0) 3(0,2) 5(0,3) 3(0,2) 9(0,6) 7(0,5) 7(0,5) 2(0,1) 13(08) 2(0,1) 10 (0,6) 7(0,5) 14.(0,9) 15 (1,0)
Pleurésie 11(0,7) 5(0,3) 0(0) 0(0) 2(0,1) 1(0,1) 2(0) 0(0) 3(0,2) 3(0,2) 2001  0(0) 1(0,0) 0(0) 1(0,0) 1(0,1)
Autres 9(0.,6) 13(0.8) 1(0,2) 3(0,2) 1(0,2) 4(0,3) 2(0,2) 10,0 1(0,2) 1(0,2) 3002 200 0(0) 1(0,2) 10,1 1(0,1)
Infections ostéo-articulaires,
n=107 (6.9%)
Avrthrite septique 41(2,7) 29 (19) 2(0,2) 2(0,2) 7(0,5) 1(0,2) 11(0,7) 2(0,2) 9(0,6) 4(0,3) 5(03)  6(04) 6 (0.4) 3(0,2) 10,0 11(0,7)
Bursite 14.(0,9) 2(0,2) 2(0,2) 1(0,2) 6 (0,4) 0(0) 1(0,2) 1(0,0) 2(0,2) 0(0) 101  0(0) 2(0,2) 0(0) 0(0) 0(0)
Ostéomyélite 11(0,7) 101 101 0(0) 3(0.2 0(0) 4(0,3) 0(0) 10.1) 0(0) 101  0(0) 101 0(0) 0(0) 10.1)
Infection sur prothése 4(03) 3(02) 101 0(0) 10.1) 0(0) 0(0) 0(0) 101 0(0) 101 000 0(0) 101 0(0) 2(0.0)
Autres 1031 101 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 101 10.1)
Infections abdominales, 17(11) 21(14) 101 101 6(0.4) 5(0.3) 4(0,3) 3002 2(0,2) 8(0,5) 30029 2(0Y) 101 2(0,) 0(0) 0(0)
n=38 (2.5%)
Infections du systéme nerveux
central, n=22 (1.4%)
Méningite 10 (0,6) 10 (0,6) 1(0,0) 1(0,1) 3(0,2) 0(0) 1(0,1) 1(0,0) 1(0,0) 3(0,2) 20 2001 2(0,0) 3(0,2) 0(0) 0(0)
Abces cérébral 10.1) 101 0(0) 1(0.1) 0(0) 0(0) 101 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
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Nombre Tranche d’Ages (années)

Manifestations cliniques de cas (%) 18-29 18-29 18-29 18-29 18-29 18-29
n=1542 (%) H F H F H F H F H F H F H F H F
Infections des voies aériennes
supérieures, n=16 (1%)
Epiglottite 3(0,2) 0(0) 10,1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 10,1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 10,1 0(0)
Sinusite 0(0) 109 0(0) 1(0,1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Autres 6 (0.4) 6(0,4) 0(0) 1(0,1) 1(0,1) 1(0,1) 2(0,1) 10,1 1(0,1) 1(0,1) 0(0) 0(0) 0(0) 2(0,1) 2(0,1) 0(0)
Autres, n=20 (1.3%)
Endocardite 7(0,5) 2(0,0) 0(0) 0(0) 1(0,1) 0(0) 0(0) 0(0) 3(0,2) 0(0) 2(0,0) 0(0) 10,1 1(0,1) 0(0) 10,
Pyélonéphrite 10,0 5(0,3) 0(0) 0(0) 0(0) 2(0,0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(0,0) 10,1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 10,
Infection sur cathéter veineux central 4(0,3) 1(0.1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0.1) 0(0) 1(0,1) 0(0) 0(0) 0(0) 2(0,2) 1(0,1)

Total 743(47,6) 808(52,4) 35(23) 84(54) 90(58) 134(87) 119(7,7) 74(48) 117(76) 95(62) 124(8) 87(56) 132(86) 103(6,7) 117(7,6) 231(15)
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1.3. Corrélation génotype emm et manifestations cliniques

Un panel de 83 génotypes emm différents a été identifié au cours de notre étude, dont
les plus fréquents emml (24%), emm28 (17%) et emm89 (15%) représentaient a eux trois
presque 60% de I’ensemble des souches. La distribution des génotypes emm était variable
selon les années (Figure 16). Une augmentation significative du nombre de souches emm28 a
été observée dés 2006 (14%) pour atteindre 25% en 2010 (P<0,01). Ainsi les souches emm1,
qui représentaient environ 32 % des souches invasives de S. pyogenes en 2007 et en 2008, ne
représentaient plus que 15% en 2010 (P<0,001).

Nous avons constaté une association entre génotypes emm et manifestations cliniques ;
les souches emml étaient les plus nombreuses parmi les cas de DHN (P<0,001) et
d’infections pleuro-pulmonaires (P<0,001) alors que les souches emm?28 étaient majoritaires
au cours des erysipeles (P<0,001) des arthrites septiques (P<0,01) et des infections gynéco-
obstétricales (P<0,001) (Tableau X).
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Figure 16. Fréquence des principaux génotypes emm responsables d’infections invasives
adultes entre 2006 et 2010

Sont représentés les 17 génotypes emm pour lesquels >10 souches ont été isolées. « Autres »
regroupe les souches de génotype emm plus rare (<9 souches) : emm5, emm8, emm9, emm18,
emm25, emm27G, emm?29, emm32, emm33, emm42, emm43, emm46, emm49, emm50, emm53,
emm56, emm58, emm59, emm60, emm61, emm63, emm65, emm68, emm69, emm71, emm73,
emm74, emm76, emm78, emm79, emm81, emm85, emm88, emm90, emm92, emm93, emm94,
emm101, emm102, emm104, emm106, emm108, emm109, emm110, emm112, emm113,
emm116, emm118, emm122, emm124, st211, st221, st587, st809, st854, st1389, st2037,
st2147, st2460, st2861UK, st2904, st3757, stD432, stG1750, stNS1033, stXH1.
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Tableau X. Corrélation entre les manifestations cliniques et les 17 génotypes emm les plus fréquents

Nombre de souches (%)

Génotypes emm

Manifestations cliniques emml emm2  emm3 emm4 emm6 emmll emml2 emm22 emm28 emm44 emm64 emm75 emm77 emm82 emm83 emm87 emm89

SCTS (n=340) 22% 129 (37,9) 2(0.6) 35(10,3) 20(59) 10(29) 5(15) 11(3,2) 0(0) 34(10) 2(0,6) 2(06) 7(1) 6(1,8 1(03) 1(03) 6(1,8 35(10)
Infections de la peau et des tissus mous,
(n=674) 43.7%

Dermo-hypodermite nécrosante (n=337) 108(32) 2(06) 21(62) 17(5 6(1.8) 4(1,2) 15(45 2(06) 42(125) 6(1.8) 4(12) 12(36) 6(1.8) 4(12) 4(12) 7(1) 40(119)
Erysipéle (n=150) 26 (17,3) 0(0) 4(2,7) 8(5,3) 4(27) 3(2) 11(7,3) 0(0) 38(25,3) 3(2) 1(0,7) 7(4,7) 1(0,7) 1(0,7) 1(0,7) 2(1,3) 30 (20)
Cellulite (n=24) 1(4.2) 0(0) 3(125) 1(42) 0(0) 0(0) 283 142 142 0O 0(0) 1(42) 0(0) 0(0) 0(0) 1(42) 6(25
Autres (n=163) 24 (14,7) 3(1,8) 10 (6,1) 8(49) 3(1,8) 4(2,5) 8(4,9) 1(0,6) 27 (16,6) 1(0,6) 2(1,2) 5(3,1) 8(4,9) 3(1,8) 3(1,8) 7(4,3) 24 (14,7)
Septicémie sans foyer n=391 (25.4%) 89(228) 1(03) 21(54) 23(59) 7(18) 14(36) 21(54) 8(2) 58 (14,8) 4 (1) 3(08) 718 8(2 4(1) 5(1,3) 11(28) 63(16.1)
Infections gynéco-obstétricales (n=138)

8.9%

Endométrite (n=87) 9(10,3) 2(23) 2(23) 7(8) 3(34) 223 223 0(0) 30(34,5) 0(0) 0(0) 4(46) 4(46) 1(11) 0(0) 1(11) 17 (19,5)
Péritonite pelvienne (n=29) 10 (34,5 0(0) 0(0) 269 1G4 1G4 000 0(0) 11(37,9) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 184 164
Chorioamniotite (n=6) 5(833) 0(0) 0(0) 00 000 0(0) 0(0) 0(0) 1(16,7) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Autres (n=16) 3(18,8) 0(0) 0(0) 0(0) 1(6,3) 1(6,3) 0(0) 1(6,3) 5(31,3) 0(0) 0 (0) 0 (0) 1(6,3) 0 (0) 0(0) 0 (0) 2 (12,5)
Infections pleuro-pulmonaires (n=136)

8.8%

Pneumonie (n=98) 38(388) 1(1) 7(7.1) 7(711) 3@ 2029 882 1(1) 10(10,2) 0(0) 0(0) 0(0) 2(2) 0(0) 0(0) 2(2) 8(8.2)
Pleurésie (n=16) 5(313) 0(0) 3(188)  0(0) 0(0) 163 0(0 0(0) 2(125) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(125) 2(129)
Autres (n=22) 10 (45,4) 0(0) 3(13,6) 145) 0(0) 0 (0) 2(9,1) 1(4,5) 2(9,1) 0 (0) 0 (0) 1(4,5) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 2(9,1)
Infections ostéo-articulaires (n=107) 6.9%

Acrthrite septique (n=70) 9 (12,9) 1(1,4) 1(1,4) 3(4,3) 0(0) 3(4,3) 3(4,3) 2(2,9 17(24,3) 1(1,4) 1(1,4) 2(2,9) 3(4,3) 0(0) 1(1,9) 1(1,4) 13 (18,6)
Bursite (n=16) 2(125) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(6,3) 0(0) 0(0) 3(18,8) 1(6,3) 0(0) 1(6,3) 0(0) 0(0) 1(6,3) 0(0) 3(18,8)
Ostéomyélite (n=12) 0(0) 183 000 0(0) 183 0(0) 183 0(0 183 0(0 0(0) 183 1(83 0(0) 0(0) 0(0) 2(16,7)
Infection sur prothése (n=7) 1(143) 0(0) 0(0) 2(286) 0(0) 1(143) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Autres (n=2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(50)0 0(0 1(50) 0(9 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Infections abdominales (n=38) 2.5% 7(184) 0(0) 0(0) 1(26) 1(26) 1(26) 2(53) 1(26) 10(263) 0(0) 0(0) 1(26) 1(26) 126 0(0 0(0) 5(13,2)

Infections du systéme nerveux central
(n=22) 1.4%
Méningite (n=20) 9 (45) 1) 2(10) 0(0) 1) 1(5) 0(0) 0(0) 3(1%) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1)

Abces cérébral (n=2) 1(50) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
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Manifestations cliniques

Infections des voies aériennes supérieures
(n=16) 1%

Epiglottite (n=3)

Sinusite (n=1)

Autres (n=12)

Autres (n=20) 1.3%

Endocardite (n=9)

Pyélonéphrite (n=6)

Infection sur cathéter veineux central (n=5)

Nombre de souches (%)

Génotypes emm

emml emm?2 emma3 emm4 emm6 emmll emml2 emm22 emm28 emmd44 emm64 emm75 emm77 emm82 emm83 emm87 emm89
1(333) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 2 (66,7)
1 (100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0)
4(33,3) 0(0) 1(8,3) 2(16,7) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(16,7)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 3(25)
2(22,2) 1(11,1) 0(0) 0(0) 0(0) 1(11,1)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(22,2) 2(22,2)
1(16,7) 0(0) 0(0) 0(0) 1(16,7) 0(0) 0(0) 3 (50) 0(0) 0(0) 0(0) 1(167) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0)
1(20) 1(20) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)c 2 (40)
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1.4. Association des profils toxiniques avec les génotypes emm

speB appartenant au core génome de S. pyogenes et codant la cystéine protéase, a été
détecté, comme attendu, chez toutes les souches. De plus, une corrélation entre la présence
des genes de super-antigénes et certains génotypes emm a éte observée ; speA était présent
majoritairement dans les souches de génotype emml et emm3 (P<0,001) alors qu’il était
absent des souches de génotype emm2, emm4, emm12, emm44, emm64, emm?75 et emm83. De
méme, ssa a été détecté dans plus de 70% des souches de génotype emm3, emm4, emm22 et
emm87 (P<0,001) Au contraire, speC a été retrouvé parmi 15 des 17 génotypes emm les plus
fréquents. Les différentes combinaisons des génes codant les super-antigeénes sont présentées
dans la Figure 17.

SUIIERI B s ——— BspeA, speB
emma@87 [
emma83 :I BspeA,speB, speC
emm&2 fum OspeA,speB, speC, ssa
emm77 EETmmm— ! ’ '
emm75 OspeA,speB, ssa
emm64 /I
emm44 =1 BspeB
emm 28— mspeB, speC
emm22 [T
emml? e BspeB,speC, ssa
emm1ll BspeB,ssa
emm6
emm4
emm3 1
emm2
emml
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Nombre de souches
Figure 17. Caractérisation moléculaire des combinaisons de génes de super-antigénes en
fonction du génotype emm

1.5. Sensibilité aux antibiotiques

Toutes les souches étaient sensibles aux [-lactamines, a la vancomycine, et
présentaient un bas niveau de résistance a la gentamicine. Le taux global de résistance a

I’érythromycine était de 6,5% (Tableau Xl), les deux génotypes emm les plus frequents étant
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emm1l et emm28 (P<0,001). Une diminution de 50% de la résistance a 1’érythromycine a été
observée au cours de ces 5 annees passant de 10,9% en 2006 a 5% en 2010 (P<0,02). La
distribution des phénotypes de résistances était la suivante : MLSg constitutif (71%), MLSg
inductible (13%) et M (16%). De plus une association entre les genes de résistances et
certains génotypes emm a été constatée ; erm(B) avec les génotypes emmll et emm28
(P<0,001 et P<0,02 respectivement) et mef(A) avec le génotype emm4 (P<0,001).

Le taux global de résistance a la tétracycline s’élevait a 13% (Tableau XI) ; impliquant
principalement les génotypes emm11, emm44, emm77 et emm83 (P<0,001). Soixante dix huit

pourcents des souches résistantes a la tétracycline étaient porteuses de tet(M).

Nous avons dressé au cours de cette étude, I’épidémiologie frangaise des souches de S.
pyogenes responsables d’infections invasives chez des adultes entre 2006 et 2010. Ces
résultats sont comparables a ceux des pays européens et nord américains (265, 289, 357). Les
génotypes les plus fréquents étaient emm1 et emm28 respectivement associés avec les DHN et
les infections gynéco-obstétricales. Nous avons établi une corrélation entre génotype emm et
géne de super-antigene, speA étant significativement associé avec les génotypes emml et
emm3. Toutes les souches restaient sensibles aux B-lactamines et une diminution de 10,9% a

5% de la résistance a 1’érythromycine a été constatée.
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Tableau XI. Résistance aux macrolides et apparentés et a la tétracycline en fonction du génotype emm

Résistance aux macrolides Résistance a la tetracycline
Génotype Phénotype Caractérisation génétique Phénotype Caractérisation génétique

emm  Total %) Erythromycine (%) Clindamycine (%) erm(A) (%) erm(B) (%)  mef(A) (%) Tétracycline (%)  tet(M) (%) tet(0) (%) tet(L) (%) tet(M)+tet(L) (%)  tet(M)+tet(K) (%)
emml  373(242) 1 ©03) 1 ©03) 0 © 1 @0 o (© o ©%) 0 ©) 0 ©) 0 ©) 0 ©) 0 ©)
emmd 82 (5.3) 6 (7.3) 0 ©) 0o © o © 6 (100) 1 w2 1 05 0 ©) 0 ©) 0 ©) 0 ©)
emmil 40 (2.6) 2 (55 21 (525) 0 © 21 (%) 1 (5 24 (60) 21 (105) (105  (0) 1 05 1 05 1 (0.5)
emmi2 77 (5) 5 (6,5) 1 (13) 1 (0 o0 © 4 (8) O© ) 0 ©) 0 ©) 0 ©) 0 ) 0 )
emm22 18 (1.2) 3 (16,7) 3 (16,7) 0o (© 3 (0 0o (© 9 (50) 9 45 0 ©) 0 ©) 0 ©) 0 )
emm28 267 (17.3) 42 (157) 2 (157 0 (© 42 (@) o (© 1 04 1 05 0 ©) 0 ©) 0 ©) 0 ©)
emma44 17 (L.1) 0 ©) 0 ©) 0o © o © 0 (© 15 ®82 13 (65 0 ©) 0 ©) 2 ) 0 )
emmé4  11(0.7) 1 ©.1) 1 ©.1) 1 (100 0 © o (© 9 ©18) 9 45 0 ©) 0 ©) 0 ©) 0 ©)
emm75 42 (2.7) 3 (7.1) 1 2.4) 1 @3 o0 © 2 (66 3 7y 1 05 1 ©5 0 ©) 1 05 0 ©)
emm77 36 (2.3) 2 (5.6) 2 (5.6) 2 (100) © © o (© 27 (75) 6 ®) 21 (105 0 ©) 0 ) 0 ©)
emm82 14 (0.9) 0 ©) 0 ©) 0o © o © 0 (© 5 857 5 @5 0 ©) 0 ©) 0 ©) 0 ©)
emm83 15 (1.0) 2 (13,3) 2 (13,3) 0o © 2 @ 0o (0 12 (80) 12 (6 0 ©) 0 ©) 0 ©) 0 )
emm89 228 (14.8) 2 0.9) 2 (0.9) 1w 1 @ o © 1 04 0 ©) 1 ©5 0 ©) 0 ©) 0 ©)
Autres 162 (105) 11 (6,) 8 49) 2 @ 6 ® 3 @ 94 (58) 79 (395 O ©) 1 05 14 ) 0 ©)
Total 1542 100 (6,5) 84  (54) 8 (©® 76  (76) 16 (16) 201 (13) 157 (7181 23 114 2 @ 18 ©) 1 (0.5)

91



Résultats expérimentaux

2. La réponse immunitaire innée induite par S. pyogenes est
variable selon les souches cliniques mais reste corrélée au
génotype emm : article 11, annexe |1

Publication n°2 : The innate immune response elicited by Group A Streptococcusis

highly variable among clinical strains and correlated to the emm type

Marcia Dinis, Céline Plainvert, Pavel Kovarik, Vanessa Lagal, Isabelle Tardieux, Agneés

Fouet, Claire Poyart

Résultats non publiés, article en cours de soumission

La précédente étude nous a permis de mettre en évidence une corrélation entre certains
génotypes emm des souches de S. pyogenes et leurs manifestations cliniques, liées au tropisme
tissulaire, ainsi qu’une association entre les différents génotypes emm et les genes de super-
antigenes. D’autres études ont montré ’existence d’un lien entre le caractére invasif des
souches de S. pyogenes et la présence de certains génes de super-antigenes (282). Ces derniers
sont impliqués dans la stimulation anarchique du systéme immunitaire de 1’h6te conduisant a
une réaction inflammatoire exacerbée (348, 352, 446). De plus, alors que les macrophages et
les PNN constituent la premiére ligne de défense immunitaire innée contre la plupart des
bactéries pathogenes, leur role au cours des étapes précoces de l'infection par S. pyogenes
reste variable selon les génotypes emm (171, 200, 480).

L’étude portait sur un licu éventuel entre (i) le génotype emm, les génes de super-
antigénes et le caractére invasif des souches de S. pyogenes ainsi qu’entre (ii) le génotype
emm et la modulation de la réponse des macrophages induite par les différentes souches de S.

pyogenes.

2.1. Sélection d’une collection de souches cliniques de S. pyogenes et

caractérisation moléculaire

Au total nous avons sélectionné 60 souches cliniques non redondantes de S. pyogenes
isolées sur 1’ensemble du territoire au sein de la collection du CNR-Strep (Tableau XII).

Parmi ces 60 souches, 36 provenaient d’infections invasives (Inv, 59%) associées ou non avec
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un SCTS et 24 souches provenaient d’infections non invasives ou de colonisation
asymptomatique (NInv, 41%). La souche EC étudiée dans un autre laboratoire a été incluse

dans cette collection, constituant notre souche de référence.

La sélection des 60 souches a été realisée selon leur génotype emm afin d’obtenir une
collection représentative de 1’épidémiologie frangaise ; emml (n=15; 25%), emm3 (n=11,
18,3%), emm4 (n=9; 15%), emm28 (n=13; 21,7%) et emm89 (n=12; 20%) (Tableau XII).
Chaque génotype emm comportait a la fois des souches invasives et des souches non invasives
ou de colonisation asymptomatique. La détection par PCR des génes de super-antigénes a
retrouvé 1’association observée entre les différents génotypes emm et les génes de super-
antigénes. En revanche, au contraire de ce que d’autres auteurs ont décrit, nous n’avons pu
établir aucune corrélation entre la présence des génes de super-antigéne, ou les génotypes

emm, et le caractére invasif, non invasive ou de colonisation des souches de S. pyogenes.

Les travaux suivants visant a caracteriser les réponses immunitaire et inflammatoire
induites par S. pyogenes chez les macrophages ont été réalisés par Marcia Dinis dans le

cadre d’un contrat post-doctoral.
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Tableau XII. Caractérisation moléculaire des 60 souches de S. pyogenes

Résultats expérimentaux

Numero de  emm Nom dea Manifestation clinique Genes de toxines
souches type souche

EC700° emml M1invl Plaie surinfectée speB, speC, speJ
20030096 emml M1 Inv2 DHN+SCTS speAl-3, speB, speJ
20030192 emml M1 Inv3 DHN+SCTS speAl-3, speB, spel
20040420 emml  M1Inv4 SCTS speAl-3, speB, speJ
20040427 emml M1 Inv5 DHN speAl-3, speB, spel
20040562 emml M1 Inv6 DHN+SCTS speAl-3, speB, spelJ
20050062 emml M1 Inv7 DHN+SCTS speAl-3, speB, speJ
20070592 emml M1 Inv8 DHN+SCTS speAl-3, speB, speC, sped
20070779 emml M1 Inv9 DHN+SCTS speAl-3, speB, speC, speJ
20070902 emml M1 Inv10 Bactériémie +SCTS speAl-3, speB, speJ
20040036 emml MI1NInvl  Portage pharyngé speAb5, speB, speJ
20050138 emml M1 Ninv2 Portage pharyngé speAl-3, speB, spel
20050374 emml M1NInv3  Portage pharyngé speAl-3, speB, spelJ
20070445 emml M1NInv4d  Colonisation vaginale speAl-3, speB, speJ
20080126 emml MI1NInv5  Portage pharyngé speAl-3, speB, speC, speJ
20080415 emml MI1NInv6  Portage pharyngé speAl-3, speB, spelJ
20030233 emm3 M3 Invl DHN+SCTS speAl-3, speB, ssa
20040357 emm3 M3 Inv2 DHN+SCTS speA4, speB, ssa
20040439 emm3 M3 Inv3 Arthrite septique+SCTS speAl-3, speB, ssa
20050264 emm3 M3 Inv4 Bactériémie+SCTS speAl-3, speB, ssa
20060065 emm3 M3 Inv5 Arthrite septique+SCTS speAl-3, speB, ssa
20070945 emm3 M3 Inv6 DHN+SCTS speAl-3, speB, ssa
20080115 emm3 M3 Inv7 Pleuro-pneumopathie+SCTS  speAl-3, speB, ssa
20040252 emm3 M3 NInvl  Scarlatine speAl-3, speB, ssa
20040261 emm3 M3 NiInv2 Portage nasal speA4, speB, ssa
20040325 emm3 M3 NInv3  Scarlatine speA4, speB, ssa
20050045 emm3 M3 NInv4  Colonisation speAl-3, speB, ssa
20030145 emm4 M4 Invl DHN+SCTS speB, speC, ssa
20050105 emm4 M4 Inv2 DHN+SCTS speB, speC, ssa
20060307 emm4 M4 Inv3 Bactériémie+SCTS speB, ssa
20070799 emm4 M4 Inv4 DHN+SCTS speB, speC, ssa
20080507 emm4 M4 Inv5 Arthrite septique speB, speC, ssa
20040260 emm4 M4 Ninvl Portage pharyngé speB, ssa
20050050 emm4 M4 NInv2  Portage pharyngé speB, ssa
20050478 emm4 M4 Nlinv3 Portage pharyngé speB, speC, ssa
20070934 emm4 M4 NInv4  Portage pharynge speB, speC, ssa
20060057 emm28 M28 Invl Arthrite septique+SCTS speB, speC
20060831 emm28 M28 Inv2 DHN+SCTS speB, speC
20070586 emm28 M28 Inv3 Bactériémie speB, speC
20070662 emm28 M28 Inv4 Bactériémie speB, speC, spel
20070748 emm28 M28 Inv5 Pleuro-pneumopathie speB, speC, speJ
20070963 emm28 M28 Inv6 DHN+SCTS speB, speC, sped
20071009 emm28 M28 Inv7 DHN+SCTS speB, speC, speJ
20080319 emm28 M28 Inv8 DHN+SCTS speB, speC
20040035 emm28 M28 NInvl  Angine speB, speC
20040037 emm28 M28 NInv2 Conjonctivite speB, speC
20060811 emm28 M28 NInv3  Colonisation vaginale speB, speC
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Numero de ~ emm Nom dea Manifestation clinique Geénes de toxines
souches type souche

20080184 emm28 M28 NInv4  Portage pharyngé speB, speC, spelJ
20080408 emm28 M28 NInv5  Portage pharyngé speB, speC, speJ
20030451 emm89 MB89 Invl DHN+SCTS speB, speC
20050003 emm89 MB89 Inv2 DHN+Endocardite speB

20060051 emm89 MB89 Inv3 DHN speB, speC
20070057 emm89 MB89 Inv4 DHN+SCTS speB, speC
20070249 emm89 MB89 Inv5 DHN+SCTS speB

20070884 emm89 MB89 Inv6 DHN+SCTS speB, speC
20070937 emm89 M89 NInvl Portage pharyngé speB, speC
20080105 emm89 M89 NInv2 Surinfection cutanée speB

20080199 emm89 MB89 NInv3  Surinfection cutanée speB, speC
20080274 emm89 M89 NInv4 Portage pharyngé speB, speC
20080311 emm89 M89 NInv5  Portage pharyngé speB, speC
20080412 emm89 M89 NInv6é Portage pharyngé speB, speC

# Invasive (Inv); Non invasive (NInv)

® Souche utilisée comme référence obtenue avec E. Charpentier
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2.2. La phagocytose et la survie dans les macrophages sont variables selon

le genotype emm et le caractére invasif des souches de S. pyogenes

Des macrophages dérivés de moélle osseuse murine (bone marrow derived
macrophages) ont été utilisés afin de déterminer la phagocytose des souches de S. pyogenes.
Le pourcentage de phagocytose était extrémement variable selon les génotypes emm et au sein
des génotypes emm en fonction du caractere invasif des souches (Figure 18A). En moyenne,
les souches emm1 et emm3 étaient moins phagocytées que les autres alors que les souches
emm89 étaient plus phagocytées. En revanche, alors qu’il y a peu de différence en fonction du
caractére invasif des souches des emm 1, emm4 et emm28, les souches invasives emm3 et
emm89 sont plus phagocytés que les souches non-invasives de méme génotype (P<0,01 et
P<0,05 respectivement).

La survie dans les BMDMs était également variable en fonction des génotypes emm ;
les souches de génotype emm3 disparaissaient dés 2 heures post-infection (P<0,005),
contrairement aux souches de génotype emm89 qui présentaient une survie prolongée
(P<0,005) (Figure 18B). En revanche, au cours de cette étude aucune corrélation entre le
caractere invasif ou non invasif des souches et la capacité a survivre dans les BMDMs n’a été

établie.
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Figure 18. Phagocytose et survie dans les macrophages des souches cliniques de S.
pyogenes.

Les BMDMs ont été infectés a la concentration de 100 bactéries par cellule. (A) Pourcentage
de phagocytose des souches invasives (symboles noirs) et des souches non invasives
(symboles blancs) de S. pyogenes selon le génotype emm. Les résultats sont exprimés en
pourcentage du nombre de bactéries récupéerées apres un traitement antibiotique de 30 minutes
par rapport a I’inoculum initial. Ces résultats représentent la moyenne + I’écart-type de trois
expériences indépendantes. Analyse statistique selon le test de Mann-Withney (*P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,005). (B) Survie dans les BMDMs, représentant le nombre de bactéries
récupérées apres 2, 4 et 6 heures d’infection exprimé en logio. A TO, le nombre de bactéries
intracellulaires correspond a la phagocytose. Ces résultats représentent la moyenne + 1’écart-
type de trois expériences indépendantes. Analyse statistique selon le test de Mann-Withney
(*** P<0,005).

2.3. Les souches de génotype emm3 induisent I’apoptose des macrophages

Aux vues des résultats de survie dans les BMDMSs des souches emm3, nous avons
voulu determiner si les souches emm3 étaient plus sensibles a la destruction par les BMDMs
ou si au contraire, les souches emm3 étaient plus toxiques pour les BMDMs et par conséquent
détruites par les antibiotiques extracellulaires.

Dans un test de survie dans les BMDMs en présence et en absence d’antibiotiques dans le

milieu extracellulaire apres le temps de lavage, les souches emma3 étaient détruites par les
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antibiotiques et non par les BMDMSs contrairement aux souches emm1l qui étaient a 1’abri des
antibiotiques dans les BMDMs (Figure 19).
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Figure 19. Les souches des S. pyogenes emm3 compromettent les BMDMs.

Les BMDMs ont été infectés comme précédemment. Apres lavage, le milieu a été remplacé
par un milieu supplémenté en antibiotiques (ATB) (uni) ou bien par du milieu simple (rayure).
La souche emm1l invasive est en noir, la souche invasive emm3 en gris foncé et la souche
emm3 non invasive en gris clair. Les résultats représentent la moyenne + écart-type de trois
expériences indépendantes.

La destruction des bactéries emm3 par les antibiotiques ajoutés dans le milieu suggérait
qu’elles compromettaient la viabilit¢ des BMDMs. Un test utilisant un colorant vital a indiqué
que les souches emm3 altéraient la viabilitt des BMDMs, ceci favorisant leur propre

destruction par les antibiotiques (Figure 20).
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Figure 20. La viabilité des BMDMs est affectée par les souches de S. pyogenes emma3.

Les BMDMs ont été infectés a la concentration de 100 bactéries pour une cellule pendant 30
minutes a 37°C. Apres lavage, les BMDMs ont été incubés avec du milieu supplémenté en
antibiotiques. A chaque point, le colorant vital rouge neutre a été ajouté au milieu. Aprés une
incubation de 2 heures a 37°C, les plaques ont été lavées et le colorant révélé avec une
solution acide d’éthanol. L’intensité¢ de la coloration a été mesurée a 540 nm. Aprés avoir
soustrait la valeur moyenne des puits sans BMDMSs a chaque puit contenant des BMDMs, le
pourcentage de BMDMs viables a été calculé par rapport aux valeurs obtenues avec les puits
non infectés. Les résultats représentent la valeur moyenne + 1’écart-type de deux puits
prélevés a différents temps et correspondent a une expérience représentative de trois
experiences indépendantes.

Enfin [’utilisation de staurosporine comme inducteur de 1’apoptose suggérait que
contrairement aux souches de S. pyogenes emm1, les souches emm3 induisaient 1’apoptose

rapide des BMDMs et permettaient ainsi leur destruction par les antibiotiques (Figure 21).
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Figure 21. Les souches de S. pyogenes emma3 induisent I’apoptose des BMDM:s.

Les BMDMs ont été soit infectés comme précédemment, soit traités avec 10 (S10) ou 50
(S50) uM de staurosporine (contrble positif) ou non traité (M, contrdle négatif) pendant 2
heures. Ensuite, les BMDMs ont été fixés et 1’apoptose a été déterminée par le systéme
Fluorométrique TUNEL (barres noires, axe des ordonnées de droite). Le nombre total de
BMDMs a été déterminé par coloration des nucléoles au DAPI (barres blanches, axes des
ordonnées de gauche).

2.4. La sécrétion des médiateurs immunitaires est dépendante du génotype

emm

Dans cette étude, une production des mediateurs pro-inflammatoires IL-6 et TNF-a et
anti-inflammatoire IFN-B par les BMDMs a été observée pour toutes les souches infectantes
de S. pyogenes quelque soit le génotype emm (Figure 22). Cependant, le niveau de production
de IL-6 et TNF-a par les BMDMs était variable selon les génotypes emm, les souches
infectantes de génotype emml induisant les niveaux de production les plus eélevés
comparativement aux souches des autres génotypes. Par contre le niveau de production de IL-
6 par les BMDMs était indépendant du caractére invasif des souches a 1’exception des
souches de génotype emm3 dont les souches non invasives, comparativement aux souches
invasives, entrainaient un niveau de production supérieur a T2 et T4. De méme le niveau de
production de TNF-a par les BMDMs était indépendant du caractere invasif des souches a
I’exception des souches de génotype emm89 pour lesquelles un niveau de production
supérieur a été observé avec les souches invasives comparativement aux souches non

invasives. La cinéetique de production de IFN-B par les BMDMs était variable selon les
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génotypes emm, la production la plus précoce était observée avec les souches de génotype
emm89 méme si les souches infectantes de génotype emm1 induisaient aux temps T4 et T6 le
niveau de production le plus élevé comparativement aux souches des autres génotypes. De
plus le niveau de production de IFN-B par les BMDMs était indépendant du caractere invasif
des souches, exception faite des souches de génotype emml et emm3 dont les souches
invasives induisaient un niveau de production supérieur a T6 comparativement aux souches

non invasives.

La constitution d’une collection pertinente de souches cliniques de S. pyogenes nous a
permis de montrer que, in vitro, la phagocytose et la survie dans les macrophages est variable
selon le génotype emm des souches notamment en induisant la production de médiateurs
immunitaires de facon variable. Ceci suggere que les étapes précoces de l'infection par S.

pyogenes varient selon le génotype emm des souches.
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Figure 22. Les souches de S. pyogenes induisent la production des médiateurs
immunitaires par les BMDMs infectés.

Quantification de IL-6, TNF-a et IFN-B dans le surnageant de culture de BMDMs infectés a
T2h (A), T4h (B) et T6h (C) post-infection en fonction du génotype emm des souches. La
valeur moyenne obtenue pour I’ensemble des souches invasives (barres grises) et non
invasives (barres blanches) d’un méme génotype emm sont représentées. Les barres noires
représentent la moyenne obtenue pour un génotype emm quelque soit le caractére invasif. Les
résultats représentent la moyenne + 1’écart-type de trois expériences indépendantes. Au sein
d’'un méme génotype les valeurs obtenues pour les souches invasives et les souches non
invasives ont été comparées. La valeur moyenne obtenue pour chaque genotype a été
comparée a celle obtenue pour les souches de génotype emm1. Analyse statistique selon le test
de Mann-Withney (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005).
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3. La présence du locus sil est corrélée au genotype emm des
souches cliniques de S. pyogenes mais pas a leur caractere
invasif : article 111, annexe 111

Publication n°3 : Presence of the sil locus is correlated to the genetic background but not

to the invasive status of Streptococcus pyogenes clinical strains

Céline Plainvert, Marcia Dinis, Anne Bouvet, Emanuel Hanski, Agnés Fouet, Claire Poyart

Résultats non publiés, article en cours de soumission

Le locus sil, identifié dans la souche JS95 de S. pyogenes emml4 isolée chez un
patient au cours d’une DHN (205), est constitué de 6 geénes; silA/B et silD/E codant
respectivement un TCS et un ABC transporteur. silC et silCR sont localisés entre ces deux
couples chacun sur un brin d’ADN et se chevauchent. Le locus sil, et notamment silCR, est
impliqué dans la virulence de S. pyogenes (203-205). Le séquencage du locus sil de la souche
JS95 a mis en évidence une mutation ponctuelle dans le codon d’initiation de SilCR (ATA a la
place de ATG) (29, 205). Par ailleurs, le séquencage du locus sil de trois souches emm4 a
identifié un décalage du cadre de lecture dans silD (47). La prévalence du locus sil, étudiée
sur un nombre de souches de S. pyogenes restreint, s’éleve respectivement a 13% en Chine sur
une collection de souches invasives et non invasive et 16% en France sur une collection de
souches pédiatriques invasives (47, 228).

Le but de notre étude était (i) d’évaluer la prévalence du locus sil dans une large
collection de souches cliniques de S. pyogenes, (ii) de déterminer s’il existe un lien entre la
présence du locus sil et les génotypes emm, (iii) de définir si le locus sil est principalement
détecté dans des souches invasives, non invasives ou de colonisation et (iv) de déterminer si,
lorsqu’il est présent, le locus sil est fonctionnel ou muté, afin de déterminer la prévalence d’un

locus sil fonctionnel dans des souches de S. pyogenes de caractére invasif variable.
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3.1. Caracteristiques cliniques et épidémiologiques des souches de S.

pyogenes

Au total, nous avons sélectionné 637 souches cliniques non redondantes de S.
pyogenes isolées entre 2003 et 2009 sur I’ensemble du territoire, au sein de la collection du
CNR-Strep. Parmi ces 637 souches, 435 (68%) provenaient d’infections invasives, 138 (22%)
d’infections non invasives et 64 souches (10%) étaient responsables de colonisation

asymptomatique (Tableau XIII).

Les 637 souches de S. pyogenes ont été sélectionnées afin d’obtenir un panel de
génotypes le plus large possible, 87 génotypes emm différents ayant été identifiés a
I’exception du génotype emm14 (Tableau XIV). Ainsi toutes les souches d’un méme génotype
emm ont été sélectionnées lorsqu’elles n’excédaient pas 6 souches. L’effectif des 12
génotypes emm les plus fréquents a été incrémenté en tenant compte des données
épidémiologiques frangaises. Enfin, aux vues des résultats préliminaires obtenus avec les
génotypes emm4, 25, 32, 43, 53, 58, 60, 63, 64, 71, 74, 87, 90, 93, 94, 101 et 102, toutes les

souches disponibles pour ces génotypes ont ete incluses dans la collection.

3.2. Prévalence du locus sil

La présence du locus sil, déterminée par PCR, a été détectée dans 206 souches
appartenant a 42 genotypes emm différents, parmi les 637 souches de S. pyogenes, (Tableaux
X1 et XIV). Nous avons constaté une prévalence du locus sil variable selon les génotypes
emm ; le locus sil a été détecté dans 95% (n=93) des souches emm4 alors qu’il était absent des
génotypes emml (n=60), emm28 (n=58) et emm89 (n=45), représentant les trois génotypes les
plus fréquents en France (265, 278, 384) (Tableau XIII).

Le locus sil a été détecté dans 151 (35%) souches invasives, 43 (31%) souches non
invasives et 12 (19%) souches de colonisation asymptomatiques (Tableaux XIII et XIV).
Parmi les souches de génotype emm4, le locus sil a été détecté dans respectivement 96 %,

95% et 92% des souches invasives, non invasives et de colonisation asymptomatiques.
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Enfin, aprés avoir tenu compte de la fréquence des différents génotypes emm en
France en 2009, nous avons estimé la prévalence du locus sil a 16 %. Selon le type de
caractere invasif, la prévalence du locus sil s’élevait respectivement a 18%, 16% et 8% pour
les souches invasives, non invasives et de colonisation asymptomatiques suggérant une

fréquence moindre dans les souches de colonisation.

105



Résultats expérimentaux

Tableau XI11. Caractéristiques cliniques des 637souches de S. pyogenes et prévalence du

locus sil

Type de Manifestations cliniques Nbde Nbde Locus sil

caractére souche souches fonctionnel

invasif sil™ (%)  présomptif

(%)’

Invasive
Dermo-hypodermite nécrosante 91 32(35%) 20 (22%)
Autres infections de la peau et des tissus mous 50 22 (44%) 12 (24%)
Bactériémie sans foyer 132 50 (38%) 25 (19%)
Infections gynéco-obstétricales 66 20 (30%) 13 (20%)
Infections ostéo-articulaires 36 11 (31%) 6 (17%)
Infections pleuro-pulmonaires 35 9 (26%) 4 (11%)
Méningite 12 4 (33%) 3 (25%)
Péritonite 8 2 (25%) 1 (13%)
Autres” 5 1 (20%) 1 (20%)

Total 435 151 (35%) 85 (20%)

Total 324 57 (18%) 28 (8%)

représentatif®

Non invasive
Infections cutanées superficielles 66 20 (30%) 12 (18%)
Angine 20 2 (10%) 2 (10%)
Scarlatine 16 9 (56%) 1 (6%)
Abces 11 4 (36%) 4 (36%)
Vaginite 9 3 (33%) 1 (11%)
Endophtalmie 7 2 (29%) 2 (29%)
Otite 4 3 (75%) 3 (75%)
Autres® 5 0 (0%)

Total 138 43 (31%) 25 (18%)

Total 76 12 (16%) 11 (14%)

représentatif®

Colonisation

asymptomatique
Pharynx 46 10 (22%) 0 (0%)
Nez 7 1 (14%) 0 (0%)
Cutané 6 1 (17%) 1 (17%)
Autres’ 5 0 (0%) 0 (0%)

Total 64 12 (19%) 1 (2%)

Total 12 1 (8%) 0

représentatif®

% aprés prise en compte des souches appartenant aux génotypes emm les plus répandus en France. ° 2
endocardites, 2 échantillons post-mortem et une myocardite. ¢ 3 ethmoidites et 2 infections urinaires. ° 3
colonisations du nouveau-né et 2 colonisations vaginales. ¢ locus sil présent. T absence de délétion, décalage
de cadre de lecture ou mutation conduisant a un codon stop dans les séquences de silCR, silC et silD. Les
% relatifs au nombre total de souches, sil” et sil’, partageant la méme manifestation clinique ou le méme
type de caractéere invasif.
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Tableau XIV. Prévalence du locus sil et d'un locus sil fonctionnel présomptif parmi les
87 genotypes emm différents selon le caractére invasif des 637 souches de S. pyogenes

Souches invasives Souches non invasives Souches de colonisation
Locus sil Locus sil Locus sil
Génotype  Nbde b _.+c fonctionnel .., .. fonctionnel .., ..+ fonctionnel
sil sil , . I sil , . | sil , )
emm souches presomftlf presomJotlf presomdptlf
(%) (%) (%)
emml 60 42 0 7 0 11 0
emm?2 15 9 0 5 0 1 0
emma3 25 17 1 0 3 0 4 0
emm4 98 3 64 4 1 18 2 1 11 0
emm>5 7 4 0 2 0 1 0
emme6 19 11 0 5 0 3 0
emm8 2 2 0 0 0 0 0
emm9 6 3 1 1 2 0 0 0
emmll 13 6 0 3 0 4 0
emmi12 24 14 0 6 0 4 0
emm18 5 0 5 3 0 0 0 0
emmz22 7 4 0 3 0 0 0
emmz24 1 1 0 0 0 0 0
emmz25 3 1 2 2 0 0 0 0
emm27 2 2 0 0 0 0 0
emm28 58 39 0 14 0 5 0
emm?29 1 0 1 1 0 0 0 0
emm30 1 0 0 0 1 1 0 0
emm32 7 0 5 5 0 2 2 0 0
emm33 1 1 0 0 0 0 0
emm4l 4 0 3 3 0 1 0 0 0
emm42 1 1 0 0 0 0 0
emm43 2 0 1 1 0 1 1 0 0
emm44 4 2 0 2 0 0 0
emm48 1 0 0 0 1 1 0 0
emm49 6 5 0 1 0 0 0
emm50 2 1 1 1 0 0 0 0
emm53 3 0 2 2 0 1 1 0 0
emmb55 1 0 0 1 0 0 0
emm>58 7 2 1 1 3 1 1 0 0
emm59 5 2 0 3 0 0 0
emm60 11 1 5 5 0 5 5 0 0
emm63 3 2 0 1 0 0 0
emm64 4 2 0 1 0 1 0
emme65 1 1 0 0 0 0 0
emm66 1 1 0 0 0 0 0
emm68 3 2 0 0 0 1 0
emm69 1 1 0 0 0 0 0
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Souches invasives

Souches non invasives

Souches de colonisation

Locus sil Locus sil Locus sil
Génotype  Nb de .1-b .+c  fonctionnel b .+c  fonctionnel .1b .+c  fonctionnel
sil sil , . sil sil , . sil sil , .
emm souches presomJotlf presomJotlf presochtlf
(%) (%) (%)

emm71 3 0 2 2 0 1 1 0 0

emm73 2 2 0 0 0 0 0

emm74 3 0 2 2 0 1 1 0 0

emm75 9 5 0 0 0 4 0

emm76 5 2 0 3 0 0 0

emm77 22 13 3 3 2 3 3 1 0

emm78 4 2 0 1 0 1 0

emm81 12 9 1 1 2 0 0 0

emm82 8 7 1 1 0 0 0 0

emma83 15 12 0 3 0 0 0

emm85 2 1 1 1 0 0 0 0

emm87 20 1 14 14 0 4 4 0 1 1
emm88 1 1 0 0 0 0 0

emma89 45 23 0 11 0 11 0

emm90 7 0 7 7 0 0 0 0

emm92 2 1 0 1 0 0 0

emm93 2 0 2 2 0 0 0 0

emm94 3 0 3 3 0 0 0 0

emm100 1 0 0 0 1 1 0 0

emm101 3 0 3 3 0 0 0 0

emm102 7 1 4 3 0 2 1 0 0

emm103 1 1 0 0 0 0 0

emm104 1 1 0 0 0 0 0

emm106 3 2 0 1 0 0 0

emm108 1 0 1 1 0 0 0 0

emm110 3 1 1 1 1 0 0 0

emml112 2 1 1 1 0 0 0 0

emm113 2 1 1 0 0 0 0 0

emm116 3 2 0 1 0 0 0

emml117 2 0 2 2 0 0 0 0

emm118 4 2 2 2 0 0 0 0

emml22 1 0 1 1 0 0 0 0

emml24 2 2 0 0 0 0 0

emml42 1 1 0 0 0 0 0

emml147 1 0 1 1 0 0 0 0

emm158 1 0 1 1 0 0 0 0

emm168 1 1 0 0 0 0 0

emm172 1 1 0 0 0 0 0

emml74 1 0 1 1 0 0 0 0
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Souches invasives Souches non invasives Souches de colonisation
Locus sil Locus sil Locus sil
Génotype Nb de b .+c  fonctionnel b _.+c foOnctionnel b +c  fonctionnel
sil | , . sil sil , . sil sil , .
emm souches presom(f)tlf presomdptlf presomdptlf
(%) (%) (%)
emml176 3 0 0 3 0 0 0
emm179 1 0 1 0 0 0 0 0
emm180 2 2 0 0 0 0 0
emm182 2 2 0 0 0 0 0
emm183 1 0 1 1 0 0 0 0
emm187 1 1 0 0 0 0 0
emm192 1 0 0 1 0 0 0
emm217 2 1 1 1 0 0 0 0
emm230 1 0 1 1 0 0 0 0
stG1750 1 1 0 0 0 0 0
Total (%) 637 284 151 85 (30%) 88 43 25 (28%) 52 12 1 (< 1%)
Total
représentatif 430 267 57 28 (8%) 64 12 11 (14%) 11 1 0
(%)°

% aprés prise en compte des souches appartenant aux génotypes emm les plus répandus en France. ° locus sil
absent. © locus sil présent. ¢ absence de délétion, décalage de cadre de lecture ou mutation conduisant & un
codon stop dans les séquences de silCR, silC et silD. Les % sont relatifs au nombre total de souches, sil” et
sil’, partageant le méme type de caractére invasif.
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3.3.  Analyse des séquences de silC, silCR et silD

silC, silCR et silD ont été séquencés dans toutes les souches de S. pyogenes pour
lesquelles un locus sil a été détecté afin de rechercher les mutations initialement décrites dans
des souches de génotype emm14, emm4 et emm18.

Le codon de démarrage de la traduction de silCR était intact dans les 206 souches
porteuses du locus sil (Figure 23). Les séquences de silC et silCR obtenues pour les 206
souches étaient identiques a celles de la souche JS95 (exception faite du codon de démarrage
de silCR) sauf pour 6 souches. Les mutations identifiées dans ces 6 souches étaient non
conservatives pour deux souches, conduisant a 1’apparition d’un codon stop pour une souche
de génotype emm41 non invasive et au remplacement d’acides aminés non homologues pour

une souche emm4 de colonisation asymptomatique.

silCR
120 100 80 60 40 20 1
silC
1 20 40 60 80 100
JS95 TT2CTTITIICTCRCTTICATACTAATATGATCTATGACARGTTTAAAARTATCTCCACCAATCACTTTAAGT AT TCAGRTTCAGATAATGT TR AARGTTATTTTTIGI TTTTTTATTGTTTATIGTAATATCTCCTRATARAATTATATE
A SOUC S L. i e e aenn e en e B D e
1 souche rrrrrrrrrrrrrieiiiii Tooiniannns o o PP
1 SOUCKRE  fvrrrrrsrrtratatat ittt e s B Do

Figure 23. Apparition de mutation dans silC et silCR

Les génes silC et silCR sont symbolisées par des fleches. Sous la séquence des genes de la
souche JS95, sont indiquées toutes les mutations identifiées au cours de cette étude ainsi le
nombre de souches dans lesquelles ces mutations sont survenues.
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La séquence de silD était identique a celle de JS95 pour 55 souches. Des mutations
conduisant a un codon stop ont été identifiées dans 94 souches, dont 87 souches emm4, et 57
souches présentaient des SNPs (Figure 24). Ainsi parmi les 93 souches emm4 hébergeant le
locus sil, seulement trois (3%) possédaient une séquence silD identique a celle de JS95, 2

souches non invasives et une souche invasive.

SilD
EEEERERE // l...,lr//--u-“u”/-||-u|// ........ //.-“--.“.-./.,.-0
lG 140 160 19 200 290 3 450 -
JsS95 ILFKS H IKFIKKGDVI SDTFNHFLREQTQD DYEELKRAINNQE JQLTTVENQITELKD ILNSEN*
78 souches. .. ...... ...t iimiumamnn cann
12 souches. . ........... ..C-KP¥
3 SOUChES - - - - v e i i i e e ieee ieeeeeeaae ... MLESIIK (JIMES¥
B Y 1§ )+ V=Y *

Figure 24. Apparition de mutation dans silD

Le gene silD est symbolisé par une fleche. Des fragments de la séquence de silD de la souche
JS95 sont affichés, séparés par des lignes obliques. Les mutations conduisant a un arrét
prématuré de la traduction ou a des délétions sont indiqués en dessous de la séquence ainsi
que le nombre de souches concernées par ces mutations.

Le séquencage de silC, silCR et silD a permis d’identifier 105 souches non emmé4 dont
les protéines étaient putativement fonctionnelles, 81 souches invasives, 23 souches non

invasives et une souche de colonisation asymptomatique.

Dans cette étude nous avons montré que la présence du locus sil est corrélée avec le
génotype emm des souches de S. pyogenes. En revanche, aucune corrélation n'a pu étre établie
entre la présence d'un locus sil potentiellement actif et le type de caractére invasif des souches
méme si trés peu de souches de colonisation asymptomatique possédaient un locus sil

fonctionnel.
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4. Une nouvelle mutation dans covS favorise le phénotype de
colonisation chez S. pyogenes : article IV, annexe IV

Publication n°4: A novel covS mutation favors Streptococcus pyogenes colonization

phenotype

Céline Plainvert, Isabelle Rosinski-Chupin, Gérald Touak, Elisabeth Sauvage, Claire Poyart,

Philippe Glaser, Agnés Fouet

Résultats non publiés, article en cours de soumission

Afin d'identifier les facteurs responsables de la transition infection non
invasive/invasive chez S. pyogenes, nous avons recherché I’existence éventuelle de
différences génétiques entre des souches invasives et des souches de colonisation. Pour ce
faire, nous avons sélectionné 12 souches de S. pyogenes isolées au cours de 6 cas groupes
incluant chacun une souche invasive et une souche de colonisation. Le séquencage de ces
souches a permis d’identifier deux couples de souches dont 1’'une des deux présentait une
mutation dans covS. Le systéeme CovR/CovS ayant été décrit comme régulant 15% du génome
de S. pyogenes (82, 117, 176, 470) et la sélection de mutant in vivo renforcant la virulence des
souches (139, 164, 211, 470), nous avons étudié les phénotypes de chaque souche ainsi que
les profils de transcription, les interactions cellulaires et la virulence de 1’'un des mutants

comparativement a la souche sauvage du méme cas groupé.

4.1. Une souche invasive et une souche de colonisation appartenant a deux

cas groupés différents présentent une mutation dans covS

Quatre souches appartenant a deux cas groupés distincts ont été étudiées au court de ce
travail (Tableau XV).
Le premier cas groupé était constitué de deux souches de génotype emm11 dont 1’une

présente une mutation dans covS conduisant a un décalage du cadre de lecture et a un codon
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stop a la position 26 (Figure 25A). La souche présentant un gene covS sauvage et dénommée
WT1 était la souche de colonisation pharyngée. La souche possédant une mutation dans covs,
dénommée CovSl, correspondait a la souche invasive. Elle présentait une protéine CovS
prédite tronquée correspondant au premier domaine transmembranaire.

Le deuxiéme cas groupeé était constitué de deux souches de génotype emm1 dont ’une
présentait une mutation dans covS conduisant a la substitution d’une tyrosine par une histidine
en position 39 (Y39H), soit a la fin du premier domaine transmembranaire hautement
conservée de CovS (Figure 25B). Cette souche a été dénommée CovS2 et la souche présentant
un gene covS sauvage WT2. Contrairement au cas groupés 1, la souche mutante CovS2 était
la souche de colonisation alors que la souche sauvage était la souche invasive (Tableau XV).
A notre connaissance cette mutation est décrite pour la premiere fois ; de plus, il s’agit de la

premicre description d’une souche de colonisation mutée dans covS (31, 221).

Tableau XV. Souches cliniques de S. pyogenes étudiées.

Cas Souche Sexe Age Prélevement Manifestation Génotype Profil de
groupés clinique emm® PFGE
Cas  covsl F 56  Hémoculture Péritonite+SCTS emmlil  11-A3
groupés 1

WT1 M 54 Pharynx Portage pharyngé emm11l 11-A3
Cas w2 M 36  Hémoculture DHN+SCTS emm1 1-A
groupes 2

CovS2 M 7 Pharynx Portage pharyngé emm1l 1-A

? le génotype emm a été obtenu comme précédemment (384). °,le profil de PFGE a été déterminé
comme précédemment (70).

A 1 10 20 30 40 50
WT1  MENQKQKQKKYKNSLPKRLSNIFFVLFFCIFSAFTLIAYSSTNYFLLKKE
covSl MENQKQKQKKYKNSLPKRLSNIFFV*

1 10 20 30 40 50
WT2 MENQKQKQKKYKNSLPKRLSNIFFVLFFCIFSAFTLIAYSSTNYFLLKKE
covS2 MENQKQKQKKYKNSLPKRLSNIFFVLFFCIFSAFTLIAHSSTNYFLLKKE

Figure 25. Alignement des 50 premiers acides aminés des protéines CovS prédites pour
les souches des cas groupés 1 (A) et 2 (B). Les chiffres correspondent a la position des
acides aminés. La tyrosine et I’histidine a la position 39 sont en gras.
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4.2. La mutation de CovS1, et non celle de CovS2, affecte la croissance in

vitro

Les mutations dans covS pouvant avoir un impact sur la croissance des souches de S.
pyogenes (148, 164, 262, 476), nous avons étudié la croissance in vitro de CovS1 et CovS2
comparativement a leur souche sauvage (Figure 26).

La croissance de CovS1 est affectée en milieu THY comparativement a celle de WT1
(Figure 26A) en revanche, elle est similaire a celle de WT1 apres addition, au milieu THY, de
plasma humain a la concentration finale de 20% et 40% (Figure 26B) suggérant qu’a ces
concentrations le plasma humain permet de restaurer la croissance de la souche mutée dans
covS. CovS ayant été décrite comme le principale capteur du Mg extracellulaire (179, 180,
485), la croissance de CovSl1 a été étudiée en présence MgCl, ; une concentration finale de 15
mM, permettait de restaurer la croissance de CovS1 (Figure 26C). L’effet d’autres cations
divalents comme le Ca*" ont été testés ; aux concentrations finale de 1 mM et 6 mM la
croissance de CovSl1 etait partiellement restaurée, le meilleur effet étant observé a la plus
forte concentration (Figure 26D).

Contrairement a CovSl, la croissance de CovS2 n’était pas affectée en milieu THY
(Figure 26A), suggérant que la mutation Y39H n’avait pas d’impact in vitro sur la croissance
de CovS2.
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Figure 26. La croissance de CovS1, contrairement a celle de CovS2, est affectée en THY
mais restaurée apres addition de plasma humain ou de MgCl..

Les souches des cas groupés 1 (A, B, C, D) et 2 (A) mises en culture en (A) THY seul ou
supplémenté par (B) du plasma humain, (C) du MgCl, et (D) du CaCl,. Lignes continues,
souches sauvages; pointillés, souches mutées. Vert, souches du cas groupé 1 en THY. (A)
Noir, souches du cas groupé 2 en THY. (B, C, D) souches du cas groupé 1 mises en culture en
THY supplémenté par (B) bleu, plasma humain 40% ; rouge, plasma humain 20%, (C) bleu,
15 mM MgCl,, (D) bleu, 6 mM CaCly; rouge, 1 mM CaCl,. Les résultats montres sont
représentatifs des 3 expériences réalisées.
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4.3. La mutation Y39H dans covS entraine un profil d’accumulation de

SpeB atypique

L’expression de speB et has étant controlee par le systtme CovR/CovsS, nous avons
évalué ’accumulation de SpeB et du polysaccharide capsulaire pour chacune des souches
mutées dans covS comparativement a la souche sauvage correspondante (14, 197, 279, 470,
487, 497).

L’accumulation de SpeB était plus importante pour WT1 que pour CovSl (45%)
(Figure 27A et 27B) suggérant que la perte de CovS diminue I’expression de speB dans le
fond génétique emm1l, comme cela a déja été constaté dans d’autres fonds génétiques (14,
470, 487, 497). Au contraire, I’accumulation de SpeB semblait similaire pour les souches
CovS2 et WT2, voire légerement augmentée pour CovS2 (Figure 27A et 27C), suggérant que
la mutation Y39H ne diminuait pas I’accumulation de SpeB, ce qui n’avait jamais été décrit
auparavant. Le dosage de I’acide hyaluronique capsulaire a montré un niveau de production
legerement plus élevé, bien que non significatif, pour chacune des souches mutées
comparativement a leur souche sauvage. L’ensemble de ces résultats suggérait que CovS1
présentait un phénotype invasif typique, semblable a celui déja décrit, alors que le phénotype

de CovS2 était atypique pour un mutant covs.
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Figure 27. La mutation Y39H dans covS n’affecte pas I’accumulation de SpeB ni d’acide
hyaluronique capsulaire.

(A) Des dot blots ont été réalisés pour évaluer 1’accumulation de SpeB apreés précipitation des
protéines totales du surnageant d’une culture bactérienne en THY (DO 0,3-0,4). Les résultats
représentatifs d’une expérience sont présentés. (B, C) Analyse des dot blots par le logiciel
ImagelJ. L’accumulation de SpeB est présentée en pourcentage relatif a la souche sauvage des
cas groupés (B) 1 et (C) 2. Sont présentées la moyenne et I’erreur standard de la moyenne
(SEM) de trois expériences indépendantes. Analyse statistique par un test de Student
(***P<0,0001). (D, E) Dosage de I’acide hyaluronique (AH) extrait d’une culture bactérienne
en THY en milieu de phase exponentielle de croissance. Résultats exprimés en femtogramme
(fg) par UFC. Sont présentées la moyenne et I’erreur standard de la moyenne (SEM) de trois
experiences indépendantes. NS, non significatif.
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4.4. La mutation Y39H dans covS conduit a un profil de transcriptome

original

Le phénotype de CovS2 étant atypique, nous avons caractérisé les conséquences de la
mutation Y39H dans covS en comparant les transcriptomes, obtenus par RNAseq, réalises sur
des cultures de WT2 et CovS2 en phase exponentielle tardive de croissance (DOggo = 0,6).

L’expression de 47 genes était différente entre les deux souches (Figure 28A),
notamment les genes codant des facteurs de virulence dont la streptolysine O (slo) et la
streptokinase (ska) qui présentaient une expression plus élevée pour WT2 comparativement a
CovS2 (209, 358). Au contraire, pour CovS2 I’expression des génes codant SpeB, la protéine
G liant les IgG (grab) et des géenes codant la synthese du pilus étaient surexprimeées
comparativement 3 WT2. L’expression de has ne présentait pas de différence entre les deux
souches. Ces resultats ont été confirmeés par RT-PCR quantitative sur quelques genes dont
I’expression est régulée par le systeme CovR/CovS (Figure 28B). Ceci suggére que les
variations d’expression observées entre WT2 et CovS2 sont opposées a celles décrites
habituellement entre une souche sauvage et un mutant covS. En effet dans les souches
invasives mutées dans covS, habituellement les expressions de speB et grab sont sous-
exprimées et celles de slo et ska sont surexprimées alors que pour CovS2, elles sont
respectivement surexprimees et sous-exprimees (179-181, 485).

Pour comprendre ce résultat inhabituel, nous avons testé l'influence du Mg sur le
profil des transcriptomes de ces souches (Figure 28C, 28D). L’expression d’au moins 224
genes était modifiée dans WT2, celles notamment de speB, grab, des genes codant la synthese
du pilus et un géne de 1’opéron has étaient surexprimées en présence de Mg?®* alors que celles
de sci, slo, spyA, spd3 étaient sous-exprimées (Figure 28C). Ces résultats ont été confirmés
par qRT-PCR (Figure 28D) suggérant que le Mg”" entraine les mémes effets décrits au
préalable pour des souches sauvages, sur 1’expression de génes de virulence (179-181, 485).
Pour CovS2, seuls 26 génes présentaient une expression modifiée aprés addition de Mg**, les
degrés des variations observées par RNAseq et confirmées par qRT-PCR étant inférieurs a
ceux obtenus avec WT2 (Figure 28C et 28D). Ainsi, comparativement a ce qui avait été
observé pour WT2, les variations observées pour CovS2, consécutivement a 1’addition de
Mg?*, étaient similaires mais & un moindre niveau, suggérant que la mutation Y39H dans covS

conduit & une souche qui réagit faiblement a l'addition de Mg?*.
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Nous avons également testé I’influence du LL-37 sur I’expression des genes de WT2
et CovS2, son effet ayant été décrit comme opposé a celui du Mg?* sur ’expression des génes
régulés par le systeme CovR/CovS (Figure 28D et 28E) (179-181, 485). L’addition de LL-37
a entrainé une différence de transcription pour 111 génes dans WT2, celles de speB et grab
étant surexprimees et celles de sdal, ska et slo étant sous-exprimées ; ceci indique que les
modifications induites par le LL-37 dans WT2 sont, de fagon inattendue, similaires a celles
induites par le Mg®* sur les génes régulés par le systtme CovR/CovS, mais & un niveau
moindre. Pour CovS2, I’addition de LL-37 n’avait pratiquement aucun effet sur la
transcription des genes, a 1’exception de speB dont 1’expression était trés légérement
surexprimee.

Ces résultats montrent que le LL-37 et le Mg® n’ont pas d’effet opposé sur

I’expression des genes dans WT2 et que I’effet observé and CovS2 est trés atténué.

119



Résultats expérimentaux

.
.
speB* ¢

pris ¢
grab*
i

4

sagC [*

°
.
emml ¢
rgg ¢
gyrB 4
metB
trxR | *
hasB| ¢
csrg* ¢
pil
hasA ¢
pil_qrtB ¢
pil_LAXTG ¢
pilllep ¢
pil]cpa* .

*
hasC [*

ska* *
sic* *
SpyA *
foa * *
SCpA * ¢
Sdal ¢
spe] ¢
dppA * ¢
mga ¢
sagB ¢
sagA ¢
spd
°

*P <0.05

spd3* *

Log,-fold change in transcription relative to WT
slo* &

Log,-fold change in transcription relative to WT
N

gyrA speA speB grab hasA ska

(¢}
*
o
i

speB *
IS
:

.
R R
x

*

wkr* ¢
pil

pilf cpa

*
pil_LAXTG

rab*
rts

PSR
-

4

°
L
pil_JsrtB *

*
*

*

*

.
hasC *
emm1 *

mets *
spd
dppA
gyrB
sagB
spel
csrs
rgg
has.
saqC
pil]lepB
°

soo”
-

ska*

sdal *

mga *
sagA

Log,-fold change in transcription relative to THY
SCpA *

Log,-fold change in transcription relative to THY
N

hasB
SpyA *

spd3*
fba *

*P<0.05

sl *
sic*

““gyrA speA speB grab hasA ska  gyrA speA speB grab hasA ska

Log, fold-change in expression

%
%,
QF(?

o
%@
%

‘)7

%

0
&
R

2
'17
o

Figure 28. CovS2 présente un profil de transcriptome atypique et répond mal aux
signaux environnementaux.

(A) Différences de transcription, exprimée en Log, déterminées par RNAseq entre WT2 et CovS2
pour des genes sélectionnés. Les genes en gris situés au dessus et ceux situés au dessous de I’axe des
abscisses sont surexprimeés respectivement chez WT2 et CovS2, ceux en noir ne présentaient pas de
différence de transcription. (B) Différences de transcription, exprimée en Log, déterminées par RT-
PCR quantitative entre WT2 et CovS2 pour des genes sélectionnés. Les genes situés au dessus et ceux
situés au dessous de I’axe des abscisses sont respectivement surexprimés et sous-exprimes chez CovS2
comparativement a WT2. Sont présentées la moyenne et ’erreur standard de la moyenne (SEM) des
gRT-PCR réalisées en duplicate sur 3 extractions d’ARN indépendantes. (C) Différences de
transcription, exprimée en Log, déterminées par RNAseq chez WT2 aprés addition ou non de Mg**
pour des genes sélectionnés. Les génes en gris situés au dessus et ceux situés au dessous de 1’axe des
abscisses sont surexprimés respectivement en présence et en absence de Mg** 15 mM chez WT2, ceux
en noir ne présentaient pas de différence de transcription. (D) Différences de transcription, exprimée
en Log, déterminées par RT-PCR quantitative aprés addition ou non de Mg®* ou de LL-37 pour WT2
(blanc) et CovS2 (hachures) pour des génes sélectionnés. Les génes situés au dessus et ceux situés au
dessous de 1’axe des abscisses sont respectivement surexprimés et sous-exprimés en présence de Mg?*
ou de LL-37. Sont présentées la moyenne et ’erreur standard de la moyenne (SEM) des qRT-PCR
réalisées en duplicate sur 3 extractions d’ARN indépendantes. (E) Différences de transcription,
exprimée en Log, déterminées par RNAseq chez WT2 aprés addition ou non de Mg®" (blanc) ou de
LL-37 (hachures) pour des genes de virulence sélectionnés.
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45. Le Mg®* et le LL-37 influencent ’accumulation de SpeB dans WT2

mais pas dans CovS2

Nous avons déterminé les conséquences phénotypiques consécutives aux variations de
transcriptions observées, en évaluant I’accumulation de SpeB et d’acide hyaluronique
capsulaire sur des cultures de WT2 et de CovS2 supplémentées ou non en Mg®* ou en LL-37
en phase exponentielle précoce (DOgy 0,3-0,4) et en phase exponentielle tardive de
croissance (DOgg 0,6-0,7) (Figure 29).

En phase exponentielle précoce, aucune différence significative concernant
I’accumulation de SpeB n’a été observée entre les deux souches (Figures 27B, 29A).
Cependant, en phase exponentielle tardive de croissance, I’accumulation de SpeB par CovS2
était trois fois supérieure a celle par WT2 en THY (P<0,001) et confirmait les résultats de
transcription. L’ajout de Mg”* et de LL-37 a également permis de confirmer les résultats de
transcription de WT2 a savoir 1’absence d’effet opposé des deux signaux sur 1’accumulation
de SpeB. Les niveaux daccumulation de SpeB par CovS2 étant similaires aprés 1’ajout de
Mg®* et de LL-37, confirmaient que CovS2 était devenue hypo-sensible & ces signaux. Le
dosage de I’acide hyaluronique capsulaire montrait un niveau de production plus éleve, mais
non significatif, dans CovS2 comparativement a WT2 cultivées en THY et 1’ajout de Mg?* et
de LL-37 n'a entrainé aucune modification significative dans aucune des deux souches
confirmant également les données de transcription, ou aucune différence significative n'avait
été observée. (Figures 27C, 29B).
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Figure 29. CovS2 accumule plus de SpeB et répond moins aux facteurs
environnementaux que WT2.

Les proteines totales du surnageant d’une culture bactérienne en THY supplémentée ou non
en MgCl, 15 mM ou en LL-37 100 nM ont été précipitées. Des dot blots ont éte réalisés puis
analysés par le logiciel Imagel. (A) Accumulation de SpeB apres une culture en phase
exponentielle précoce (DO 0,3 — 0,4) ou tardive (DO 0, 6 — 0,7) de croissance. Les résultats
sont exprimés en pourcentage relatif a la croissance en THY seul. WT2 (blanc) et CovS2
(gris) ; en présence de MgCl, 15 mM (hachures diagonales), en présence de LL-37 100 nM
(hachures horizontales). Sont présentées la moyenne et 1’erreur standard de la moyenne
(SEM) de trois expériences indépendantes. Analyse statistique par un test de Student
(*P<0,05, ***P<0,001). (B) Dosage de I’acide hyaluronique (AH) extrait d’une culture
bactérienne en THY supplémentée ou non en MgCl, 15 mM (hachures diagonales) ou en LL-
37 100 nM (hachures horizontales). Résultats exprimés en femtogramme (fg) par UFC. Sont
présentées la moyenne et I’erreur standard de la moyenne (SEM) de quatre expériences
indépendantes.
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4.6. WT2 et CovS2 adherent de fagon similaire aux cellules épithéliales

L’adhésion aux cellules épithéliales étant primordiale au cours de [’étape de
colonisation de S. pyogenes, nous avons testé la capacité de WT2 et CovS2 a adhérer a
différentes lignées cellulaires épithéliales incluant Hep-2 (cellules de carcinome laryngé
humain), A549 (cellules d’adénocarcinome pulmonaire humaine), HaCaT (kératinocytes
humains) and Hec-1A (cellules d’adénocarcinome de I’endometre). Aucune différence
significative n'a été observée entre WT2 et CovS2 en termes de capacités d'adhésion méme si
des variations ont été constatees entre les différents types de lignées cellulaires (Tableau
XVI), suggérant que la mutation Y39H dans covS n’affecte pas les capacités d’adhésion de
CovS2.
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Tableau XVI. WT2 et CovS2 adhérent de fagon similaire a différentes lignées cellulaires
épithéliales

Pourcentage d’adhésion cellulaire*

Hep-2 A549 HaCaT Hec-1A
WT2 456 +6.1 22.3+29 35.2+54 4.6+0.7
CovS2 35.3+5.3 23+2.6 31.6+6 56+0.9

* Les cellules ont été infectées a la concentration d’une bactérie par cellule pendant une heure
a 37°C. Les résultats sont exprimés en pourcentage de bactéries adhérentes aprés avoir pris en
compte le nombre total de bactéries a la fin période d’incubation. Sont présentées la moyenne
et I’erreur standard de la moyenne (SEM) d’au moins trois expériences indépendantes.

4.7. La capacite de survie de CovS2 dans les macrophages est affaiblie

Un r6le de réservoir a S. pyogenes ayant été évoqué pour les macrophages (200), nous
avons testé les capacités de phagocytose et de survie de WT2 et CovS2 dans la lignée murine
de macrophage RAW264.7. WT2 et CovS2 étaient phagocytées a des niveaux similaires
(Figure 30A). La survie dans les macrophages a en revanche montré une meilleure survie de
WT2 comparativement a CovS2 a T2 (P = 0,0149) sans autre différence aux différents temps

(Figure 30B) suggérant que la mutation Y39H dans covS pouvait altérer la survie dans les

macrophages.
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Figure 30. La capacité de survie de CovS2 est affaiblie.

(A) La phagocytose a été évaluée avec la lignée murine de macrophage RAW?264.7. Les
macrophages ont été infectés a la concentration de 10 bactéries par cellule. La phagocytose est
exprimée en pourcentage de bactéries intracellulaires par rapport aux bactéries totales apres
lavages. (B) La survie dans les macrophages a été déterminée avec la lignée murine de
macrophage RAW264.7 infectés a la concentration de 10 bactéries par cellule. La survie est
exprimée en pourcentage de bactéries intracellulaires a T2, T4, T6 et T8 par rapport au
nombre a TO. Sont présentées la moyenne et I’erreur standard de la moyenne (SEM) de trois
expériences indépendantes. Analyse statistique par un test de Student (*P<0,05).
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4.8. CovS2 est moins virulente que WT2

CovS2 présentant un phénotype atypique, nous avons évalué sa virulence dans un
modele animal murin. Les souris ont été infectées par voie intraveineuse avec deux doses
distinctes pour chaque souche (2 & 4 x10° et 4 & 5 x10” UFC) et la survie a été suivie pendant
14 jours (Figure 31). Pour toutes les doses testées, la souche CovS2 était moins virulente que
WT?2 (p=0.0049 et p=0.0005, pour la dose la plus élevée et la plus faible, respectivement).

Au total, dans ce travail nous avons caractérisé le phénotype de deux souches
présentant une mutation dans covS. La premiére souche qui présentait une mutation
conduisant a une protéine prédite CovsS tronquée, arborait un phénotype typique des souches
mutées dans covS corroborant le caractére invasif clinique de cette souche. L’étude du
deuxiéme mutant nous a permis de mettre en évidence un phénotype tout a fait original. En
effet, la protéine possédant la_mutation Y39H dans CovS, jamais décrite auparavant, semblait
moins sensible aux signaux environnementaux, son activité sur CovR semblant constitutive.
Enfin, I’acquisition de la mutation Y39H dans CovS se traduisait par un phénotype de type
colonisation, confirmé par les données du transcriptome et conduisait in vivo a une moindre

virulence.
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Figure 31. CovS2 est moins virulente que WT2 dans un modéle murin d’infection
invasive.

Les souris (n=10) ont été infectées par voie intraveineuse avec WT2 (noir) ou CovS2 (bleu), a
la dose de 2 x10° et 4 x10® UFC (lignes continues noire et bleue, respectivement), ou 4 x10” et
5 x10" UFC (lignes pointillées noire et bleue, respectivement) et la survie des animaux a été
surveillée pendant 14 jours. Analyse statistique par le test de Gehan-Breslow-Wilcoxon.
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Discussion et perspectives

S. pyogenes est responsable d’un large éventail de manifestations cliniques dont la
sévérité et le tropisme tissulaire sont trés variables. S. pyogenes est également extrémement
diverse sur le plan génétique, les souches possédant un répertoire tres changeant de facteurs
de virulence. Des liens ont été établis entre fond génétique et tropisme tissulaire et, entre fond
génétique et pathologie mais seulement pour les DHN et SCTS. De plus, la présence d’aucun
facteur de virulence ne rend compte a elle seule d’une manifestation clinique.

Au cours de ce travail, nous avons cherché a identifier le ou des déterminants
génétiques responsables de la transition colonisation — infections invasives. Pour cela, tirant
partie de la large collection de souches du CNR-Strep, nous avons recherché la présence des
marqueurs moléculaires codant des facteurs de virulence, ou leurs régulateurs, dans un grand
nombre de souches de S. pyogenes. Ainsi nous avons pu établir une corrélation entre le
génotype emm des souches de S. pyogenes et la présence de certains génes de super-antigénes.
De plus notre étude a permis de mettre en évidence une corrélation entre les génotypes emm et
les génes de résistance aux macrolides et a la tétracycline. Ces résultats, déja décrits dans
d’autres pays, suggerent que les souches de S. pyogenes circulant en France appartiennent aux
principaux clones de répartition mondiale (11, 51, 90, 99, 230, 278, 289, 294, 295, 301, 379,
401, 423, 434). Par ailleurs, certaines études realisées sur un nombre restreint de souches de S.
pyogenes suggéraient que la présence du locus sil, codant un systeme de quorum sensing était
limitée a certains génotypes emm (47, 50, 228). Nos résultats, obtenus sur un trés large panel
de génotypes emm ont confirmé cette hypothese, incrémentant également les génotypes emm
concernes par la présence du locus sil. 1l est a noter que 82% des souches de genotype emm4,
génotype au sein duquel la prévalence du locus sil était la plus élevée, partagent une méme
délétion de 516 paires de bases dans silD, suggérant le caractere clonal de cette mutation.
L’ensemble de ces constatations suggérent que différents mécanismes peuvent étre mis en jeu
lors de 1’évolution du patrimoine génétique des souches de S. pyogenes. En ce qui concerne
les génes codant les super-antigénes, les évolutions récentes suggerent qu’il s’agirait
probablement d’acquisition de matériel génétique par les souches de S. pyogenes. Le lien
entre les géenes présents et le génotype emm serait la conseéquence de I’influence de la protéine
M sur I'entrée dans S. pyogenes de prophages, dont ceux transportant ces géenes (90). Nous

avons cependant observé des profils de génes de super-antigénes variables au sein des souches
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d’un méme génotype emm, laissant supposer que d'autres protéines de surface influencent
I'acquisition de matériel génétique. Notamment, il a été décrit que les souches de S. pyogenes
posseédant le gene sof étaient les plus fréquentes a posséder des ICE (32). La présence de
CRISP dans certaines souches pourrait également limiter I’entrée de nouveaux prophages
(126). Concernant les genes de résistance aux antibiotiques portés par des éléments
transposables, leur entrée et leur maintien meériteraient une étude moléculaire.
L’omniprésence de certaines résistances dans d’autres espéces de Streptococcus a €té décrite,
notamment 85 % des souches de S. agalactiae sont résistantes a la tétracycline en relation
avec la présence du gene tet(M) porté par un transposon, alors méme que la tétracycline n’est
plus utilisée (390). La raison de ce type de conservation et la présence de certaines résistances
dans des génotypes emm donnés de S. pyogenes pourraient dépendre de mécanismes
similaires qui restent a définir. Enfin, en ce qui concerne le locus sil, alors qu’il n’est retrouvé
que dans quelques génotypes de S. pyogenes, il est trés présent chez S. dysgalactiae subsp
equisimilis (29, 205). Cette différence de prévalence ainsi que la prévalence de la délétion
observée dans les souches emm4 suggérent, non pas une acquisition, mais plutdt que le locus
sil était présent au sein du génome de leur ancétre commun et que S. pyogenes, contrairement
a S. dysgalactiae subsp equisimilis, 1’aurait perdu.

La corrélation entre certains génotypes emm et la présence de certains génes de super-
antigenes permet aussi d’expliquer le lien observé entre les génotypes emm et la survenue de
certaines manifestations cliniques. Ainsi, notre étude a confirmé 1’association entre speA les
génotypes emm1 et emm3, ceux-ci étant les plus fréquents parmi les cas de SCTS (289, 354,
455, 519). Cependant, ce lien semble étre le seul qui puisse étre établi entre éléments
génétiques et caractére invasif des souches. En effet, nous avons retrouvé la corrélation
décrite entre la présence des alleles speAl-speA3 et le gene speJ, et les génotypes emm parmi
des souches de S. pyogenes responsables d’infections invasives et d’infections non invasives.
En revanche, et contrairement a ce qui a été décrit dans une unique étude préalable, aucune
corrélation n’a pu étre établie entre la présence de ces éléments génétiques et le caractere
invasif des souches de S. pyogenes (282). De méme, nous n’avons pas observé de corrélation
entre la présence d’un locus sil fonctionnel et le caractére invasif des souches. En effet, dans
de nombreux génotypes comportant des souches invasives et non-invasives, le locus sil est
absent. De plus, nous avons séquencé silC, silCR et silD, dans lesquels des mutations ont été
décrites, dans toutes les souches comportant un locus sil afin de déterminer sa fonctionnalité
putative telle que définie par I'absence de délétion, décalage du cadre de lecture ou mutation

conduisant a un codon stop dans silCR, silC et silD. Dans la plupart des souches de génotype
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emm4, le locus sil était non fonctionnel. En effet, seules 6 souches (6%) de génotype emm4,
incluant 3 souches invasives et 3 souches non invasives, présentaient un locus sil
potentiellement fonctionnel. Par ailleurs, le séquencage de silCR nous a permis d'identifier
une seule souche dans laquelle une mutation était présente dans la région chevauchant silC et
silCR conduisant a une mutation dans chacun des genes. En revanche la mutation décrite dans
le codon de démarrage de SilCR au sein de la souche JS95 de génotype emm14, mutation
favorisant la virulence de la souche, n’a été détectée dans aucune de nos souches arborant le
locus sil, ni aucune des souches étudiées par d’autres équipes (47, 228). Cependant il est a
noter que notre collection ne comportait pas de souches de S. pyogenes emm14 malgré les 42
génotypes emm différents et que les collections étudiées par les autres équipes n’en
possédaient pas non plus (47, 50, 228). En effet, la souche JS95 de génotype emm14 a été
isolée en Israél, ou ce genotype est le cinquiéme plus fréquent alors qu’il est trés rare en
Europe, en Amérique du Nord et au Japon et ne représente que 2% des souches isolées dans
la région Pacifique (222, 265, 278, 331, 384, 453). Le séquencage de SilCR dans d’autres
souches emm14 permettrait toutefois de savoir si cette mutation est inféodée a ce génotype
emm ou bien s’il s’agit d’une mutation ponctuelle accidentelle (2, 12). Ainsi, aucune
corrélation n'a pu étre établie entre la présence d'un locus sil putativement fonctionnel et le
caractére invasif des souches. Ceci est différent de la situation observée avec covS. Cependant
des études ont montré que malgré la présence de mutation dans silCR et/ou silD, les souches
de S. pyogenes pouvaient répondre a SilCR par SilA/SilB (29, 205). De plus, des souches de
S. pyogenes dépourvues de locus sil pouvaient également répondre au peptide SiICR (415).
Cela suggere une coopération entre S. pyogenes et I’espéce S. dysgalactiae subsp equisimilis

qui partagent une niche écologique, le pharynx.

Au cours de ce travail nous avons aussi recherché s’il existait des liens entre le fond
génétique des souches de S. pyogenes ou leur caractere invasif et différentes caractéristiques
de la réponse immunitaire innée. Plus précisément, nous avons étudié in vitro les premieres
étapes de la réponse immunitaire innée induite chez des macrophages (BMDMSs) par
différentes souches de S. pyogenes. Ces derniers jouent un réle ambivalent au cours du
processus infectieux de S. pyogenes ; en effet, ils peuvent détruire les bactéries mais ils
peuvent aussi constituer un réservoir pour les bactéries capables de survivre et de s’y
multiplier (170, 200, 480). Nous avons ainsi observé une corrélation entre le génotype emm
des souches ainsi que, pour certains emm types, leur caractére invasif et leur capacité a étre

phagocytées par les macrophages. En effet, d’une part, les souches de génotype emma89
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présentaient une plus grande capacité a étre phagocytées que les souches des autres génotypes
et, d’autre part, les souches invasives emm3 et emm89 étaient plus phagocytées que les
souches non invasives de méme génotype emm type. La phagocytose plus importante des
souches emm89 était également associée a une meilleure capacité de survie dans les
macrophages évoquant la persistance des souches emma89 lors d’infections. Les macrophages
constitueraient donc un sanctuaire pour les souches de genotype emm89 au sein desquels elles
sont a I’abri des antibiotiques; ces souches pourraient par conséquent &tre a I’origine
d’infections récurrentes et il serait intéressant d’étudier de tels cas et d’y déterminer la
prévalence des souches emma89.

L’étude de la survie des bactéries dans les macrophages (hors souches de génotype
emm3) n’a pas permis d’établir une corrélation avec le caractere invasif des souches de S.
pyogenes. Cependant, alors que la survie ou la destruction des bactéries intracellulaires est
influencée par le mécanisme d’entrée a I’intérieur des cellules (480), celui conduisant a la
survie de S. pyogenes reste inconnu. Tout au plus a-t-il été décrit que la survie était
dépendante de la protéine M1 qui inhibe la fusion vacuole phagocytaire — lysosome (200) et
que SLO avec la NAD-glycohydrolase protégeaient S. pyogenes de la destruction (31). Nos
résultats suggerent que, soit la protéine M89 est plus efficace que la protéine M1 pour inhiber
la fusion vacuole phagocytaire — lysosome, soit les souches de génotype emm89 produisent
d’autres facteurs favorisant la survie intracellulaire. Notamment, nous avons observé que les
souches de génotype emm89 induisaient une sécrétion plus précoce d’IFN- et des niveaux
plus faibles d'IL-6 et TNF-a. que les souches des autres génotypes emm. Ainsi, la protéine
M89 pourrait, comme la protéine M1 mais plus efficacement, provoquer une suppression de
signaux inflammatoires (200).

Par ailleurs, nous avons observé que les souches de génotype emm3 induisaient
I’apoptose des macrophages de fagon bien plus précoce que ce qui est décrit pour les souches
de génotype emm1 (483). Cependant, alors que 1’apoptose induite par les souches de génotype
emm1l est médiée par SLO (483) et que celle des cellules dendritiques implique SpeB et SLO
(91), le mécanisme responsable de 1’apoptose induite par les souches de génotype emm3
semble différent. En effet, 1’accumulation de SpeB et SLO est contrdlée par le systeme
CovR/Covs, or le séquencage des genes covS et covR ne nous a pas permis de corréler la
présence de mutation avec la précocité de I’apoptose observée. Ainsi, 1’apoptose induite par
les souches de génotype emm3 ne semblait pas impliquer de médiateurs dont la synthese était
régulée par le systétme CovR/CovS. L’implication de différentes protéines de surface, telles
que la protéine M3, des adhésines ou des protéines liant les protéines de la matrice
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extracellulaire, ou des protéines sécrétées dont la synthése n’est pas sous le contrle du
systéeme CovR/CovS pourrait étre examinée en créant des souches délétées pour ces facteurs

ou en procédant a des remplacements alléliques, pour la protéine M par exemple.

Concernant la synthése de modulateurs de I’immunité innée, aucune différence
relative avec le caractére invasif des souches de S. pyogenes, n’a été observé pour les
BMDMs infectés par des souches de génotype emm4 ou emm28. Par contre, tous les BMDMSs
infectés par des souches non-invasives de génotype emm3 secrétaient, des les temps précoces,
plus d’IL-6 que ceux infectés par des souches invasives de génotype emm3. De plus, les
souches invasives de génotype emm89 induisaient une plus forte synthese de TNF-a que les
souches non invasives de génotype emm89 tout au long de I’expérience. De fagon plus tardive
(T6) les BMDMs infectés par les souches invasives de génotype emml et emm3 secrétaient
plus d’IFN-B que ceux infectés par leurs homologues non-invasives. Les différences
observées pourraient moduler le recrutement des cellules phagocytaires in vivo, notamment le
recrutement d'autres cellules phagocytaires pouvant agir sur les bactéries échappant a la
phagocytose des macrophages. Ces constatations sont cependant a prendre en compte en
méme temps que les facteurs génétiques de 1’hdte qui influencent également la sévérité de la
manifestation clinique observée (315, 348). Notamment, il serait intéressant d’évaluer in vivo
la virulence de souches non invasives de notre collection, particulierement pour les génotypes

pour lesquels aucune différence lié au caractére invasif n’a été observee.

Au cours de ce travail nous avons mis a jour la similarité, pour la plupart des souches
appartenant a un méme génotype emm, des phénotypes de la réponse immunitaire innée.
Cependant, quelques souche atypiques disparaissaient tres rapidement ou, a I’inverse,
persistaient plus longuement que leurs homologues. Ceci pourrait résulter de mutations
survenues dans les systémes régulant la synthése des facteurs impliqués dans la modulation de
la réponse immunitaire innée. Cependant aucune corrélation n’a été mise en evidence avec
des mutations dans CovRS (résultats non montrés). D’autres systémes de régulation et des
facteurs de virulence non-encore décrits peuvent également intervenir dans la modulation de

la réponse immunitaire innée.

Afin d’identifier le ou les déterminants génétiques responsables de la transition

colonisation—infections invasives, nous avons également utilisé un deuxiéme type d’approche,
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a savoir 1I’étude de souches appartenant a des cas groupés. A ce titre, nous avons séquencé le
génome complet de souches isolées au cours de tels cas. Nous avons choisi, au sein de chaque
cas groupé, une souche invasive et une souche de colonisation ; ces souches étant isogéniques,
il nous paraissait logique que les éventuelles différences dans le caractere invasif des souches
soient liees a des mutations. Pour deux cas groupés, une des souches présentait une mutation
dans covs.

La premiéere mutation était survenue, comme déja décrit, dans la souche invasive mais
pour la premiére fois dans une souche de génotype emm11 (164, 470). La croissance de cette
souche était altérée in vitro mais restaurée apres ajout de plasma humain. Ceci suggére que le
défaut de croissance n’a pas d’impact in vivo dés lors que les bactéries avaient atteint le sang,
contribuant ainsi a la virulence de cette souche invasive. Par ailleurs, I’ajout de Mg2+
permettait également de restaurer la croissance ce qui indique que le métabolisme bactérien
était influencé par le Mg®* via des voies de régulation indépendantes du systéme CovR/Covs.
Enfin, ’ajout de Ca®*, qui ne modifie pas I'expression des génes régulés par le systéme
CovR/CovS (180), restaurait aussi partiellement la croissance de cette souche par un
mécanisme inconnu, mais qui pourrait étre identique a celui impliquant le Mg®*. Bien que le
phénotype muqueux lié a I’hyper-capsulation des souches mutantes soit le phénomene a
I’origine de la description du systtme CovR/CovS (279), nous n’avons observé aucune
différence significative de production d’acide hyaluronique capsulaire entre les deux souches.
Cela pourrait étre d0 a un autre systeme de régulation qui aurait un réle plus important sur
I’opéron has dans cette souche de génotype emmll que dans d’autres génotypes emm et
conduisant a une absence de contréle apparent de has par le systeme CovR/CovS. Ce résultat
renforce aussi la notion que la capsule n’est pas I’'unique facteur de virulence responsable de
la sélection in vivo des souches mutées dans le systeme CovR/CovsS.

La deuxiéme mutation dans covS était originale : en effet, c’est la souche de
colonisation qui était mutée. La comparaison du profil d’expression des genes, de la souche
sauvage WT?2 et de la souche mutée CovS2 suggérait que la mutation dans covS, conduisant
au remplacement de la tyrosine en position 39 par une histidine (CovSY39H), avait des
conséquences importantes sur lI'expression des génes régulés par le systeme CovR/CovsS ; plus
précisément, les effets observés étaient a 1’0pposé de ceux habituellement décrits pour les
autres souches possédant des mutations dans covS. De plus, le phénotype observé pour WT2
était intermédiaire entre celui d’une souche classique mutée dans covS et celui de CovS2
suggérant que le réle de la protéine CovSY39H sur CovR serait renforcé. Par ailleurs,

I'enrichissement en Mg?* du milieu de culture, un des signaux de CovS, a entrainé les mémes
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modifications d’expression des génes dans les deux souches mais & un trés faible niveau dans
CovS2. Ceci suggere que la protéine CovSY39H a une capacité réduite de detection de, ou de
réponse a, ce signal ; elle pourrait étre dans une conformation a peine réceptive a
I'environnement. Au total, ces résultats suggerent que la conformation de la protéine mutante
pourrait étre telle que, soit aucun signal ne serait nécessaire, soit une plus faible concentration
de molécules de signalisation serait suffisante, a son activation. La nécessité d’un signal,
méme faible, pourrait étre testée en chélatant les ions Mg®* présents dans les milieux de
culture utilisés. Alternativement, un effet différentiel d’un agent contrecarrant I’effet de Mg2+
apporterait des informations. Malheureusement, alors que LL-37 a été décrit comme induisant
des effets opposés a ceux de Mg”" sur I’expression des génes régulés par le systéme
CovR/CovS, le profil d’expression des génes dans WT2, obtenu aprés ajout de LL-37 au
milieu de culture était similaire, quoiqu’a un moindre niveau, a celui obtenu aprés ajout de
Mg?* (485). Par conséquent, 1’ajout de LL-37 sur le profil d’expression des génes de la souche
comportant CovS2 n’a pas été informatif. L'hypothése la plus simple concernant cette absence
d’effet opposé observé réside dans la matiére premiere LL-37 (Sigma vs produit par 1’équipe
(420, 485)). Par ailleurs, une analyse plus approfondie de la protéine CovSY39H, la
détermination de sa structure, de son interaction avec CovR permettrait d’approfondir nos
connaissances sur le systteme CovR/CovS de S. pyogenes. En effet, ni la phosphorylation ni
déphosphorylation de CovR par CovS n’ont été démontrées in vitro. La protéine CovSY39H
pourrait soit étre constitutivement « active », phosphorylant CovR, méme en absence signal
intense, soit incapable de le déphosphoryler. Il serait a ce titre intéressant de tester chacune de
ces réactions in vitro. Le systeme CovR/CovS de S. agalactiae est contrdlé par deux autres
régulateurs, 1’un interférant avec la phosphorylation de CovR et 1’autre, Abx1, modifiant la
capacité de CovS a phosphoryler CovR (153). En absence d’Abx1, CovS est bloqué dans la
conformation Kkinase, phosphorylant CovR, conduisant a une sur-répression des genes
contr6lés négativement par CovR. La protéine CovSY39H pourrait étre bloquée dans une
conformation similaire. Par ailleurs, la régulation de ’expression de certains génes par le
systeme CovR/CovsS, dont speB, reste incomplétement décrite. Il a été montré que CovR
réprime 1’expression de speB et que cette répression était diminuée dans les mutants covsS et
en présence de Mg®* (487). Notre hypothése est que CovR, et non CovR-phosphorylé,
réprime ’expression de speB. Le modéle que nous proposons, au vu des résultats obtenus
avec la souche comportant CovSY39H, est en accord avec cette hypothése ; en présence de la

protéine CovSY39H CoVR est phosphorylé et speB est déréprimé.
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Nous avons aussi observé la surexpression des génes codant les constituants des pili
aprés addition de Mg?* dans WT2. Ce résultat renforce donc I’hypothése du role joué par les
pili dans l'adhésion aux cellules épithéliales cutanées et pharyngées au cours de la phase de
colonisation (1, 249, 297).

La pression immunitaire exercée in vivo contribue a la sélection des souches mutées
dans covR ou covS avec, pour conséquence, le passage d’un phénotype colonisation a un
phénotype invasif. A ce titre nos résultats sont en accord avec le fait que les macrophages
peuvent soit détruire soit constituer un réservoir pour les bactéries (171, 200, 480). Ainsi nous
avons observé que CovS2 n'avait pas, contrairement a WT2, la capacité de se multiplier
durant les premieres heures suivant la phagocytose suggérant une capacité invasive plus faible
que WT2. L’absence de multiplication dans les macrophages est en accord avec les résultats
obtenus in vivo dans un modéle murin d’infection invasive ; CovS2 était moins virulente que
WT?2.

Ainsi ’ensemble de nos résultats suggerent que CovS2 posséde toutes les
caractéristiques in vitro d'une souche de colonisation ce qui est cohérant avec le fait que
CovS2 a éte isolee chez un porteur asymptomatique. C’est, a notre connaissance, la premiére
fois qu’un tel phénotype est décrit pour une souche mutée dans covS. A ce jour, aucun mutant
présentant un phénotype de colonisation n’a été isolé ou construit. De plus, I’ensemble des
données obtenues soit par I'analyse de souches mutées dans covS sélectionnées in vivo (139,
164, 470), soit en comparant les propriétés in vivo de mutants covS construits (485, 487),
suggere un phénotype invasif pour ces mutants. Par ailleurs, il a également été démontré que
ces mutants ne parvenaient pas a s’implanter dans un modéle murin de colonisation
nasopharyngée (6, 487). Notre étude a confirme le role majeur du systeme CovR/CovS dans
la transition colonisation — infection observée chez S. pyogenes, mais, contrairement aux
autres études, nous avons décrit un phénotype favorisant la colonisation. Ainsi, le systéme
CovR/CovsS doit étre sauvage pour que S. pyogenes assure 1I’ensemble des étapes du processus

infectieux incluant la colonisation, 1’invasion et la dissémination.

En conclusion, I’ensemble de ce travail d’épidémiologie moléculaire a permis de
répondre a la question des liens entre génotypes emm, présence de facteurs de virulence et
caracteres invasifs des souches. Il existe un lien entre génotype emm et la présence de certains
facteurs de virulence, les mécanismes conduisant a ce lien pouvant étre variés, acquisition
sélective ou perte de matériel génétique. Par contre, alors méme qu’il existe une corrélation

entre la présence de quelques facteurs bien définis et deux pathologies, aucun lien entre
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génotype emm et caractére invasif n’a pu étre défini. Toutefois, un génotype induisait une
réponse immunitaire innée particuliére. Enfin, 1’état sauvage du systéme de régulation
CovR/CovsS, qui contrdle ’expression del5% des génes, dont des facteurs de virulence, est

nécessaire pour 1’établissement et le développement des infections invasives a S. pyogenes.
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ABSTRACT

Streptococcus pyogenes, GAS, infections remain a significant health care problem due to high
morbidity and mortality associated with GAS diseases, along with their increasing worldwide
prevalence. Macrophages play a key role in the control and clearance of GAS infections. Moreover,
pro-inflammatory cytokines production and GAS persistence and invasion are related. In this study
we investigated the correlation between the S. pyogenes clinical isolates genotypes, their known
clinical history, and their ability to modulate innate immune response. We constituted a collection of
60 independent strains representative of the emm types currently prevalent in France and responsible
of invasive (59.02%) and non-invasive (40.98%) clinical manifestations. We tested phagocytosis and
survival in mouse bone marrow-derived macrophages (BMDMs) and quantified the pro-
inflammatory mediators (IL-6, TNF-a) and type I interferon (INF-f) production. Invasive emm3 and
emm89 strains were more phagocytosed than their non-invasive counterparts and emm89 strains
more than the other strains. There were no significant differences, in terms of survival, between
invasive and non-invasive strains within the same emm type, but there were differences depending on
the strain emm type. Furthermore, the emm3 strains were more damaging to macrophages than the
other strains. The level of inflammatory mediators produced was also emm type-dependent and
mostly invasiveness status independent. The emm1 strains were able to induce the highest levels of
both pro-inflammatory cytokines, whereas the emm89 strains induced the earliest production of IFN-
B. Finally, even within emm types, there was a variability of the innate immune responses induced,

but survival and inflammatory mediator production were not linked.



Introduction

Group A Streptococcus (GAS, Streptococcus pyogenes) is among the most ubiquitous and versatile
human bacterial pathogen and it has major healthcare and economic impacts [1,2]. This Gram-
positive bacterium can cause a broad range of infectious diseases, from self-limiting suppurative
infection of the upper respiratory tract (pharyngitis) and skin (impetigo) to deeper and life
threatening invasive infections such as toxic shock-like syndrome (STSS), necrotizing fasciitis (NF),
with an estimated 500,000 deaths yearly [1,2].

Since the late 1980’s a marked increase of GAS invasive infections has been reported world-wide
[3]. Traditionally, GAS have been classified into serological types using M protein serotyping and T
protein agglutination assays. Currently, the emm sequence typing, sequencing the 5’end of the emm
gene, encoding the hypervariable amino-terminus region of the the M protein, is the most widely
used typing-method for GAS strains [4]. To date more than 200 different emm gene types have been
defined [5]. The most prevelant emm types associated with invasive infections are emml, emm3,
emm28, emm89, but different percentage distributions may be observed worldwide [6,7]. Correlation
between emm type and tissue tropism have been reported but not between emm type and disease
severity, with the exception of emml and emm3 strains, that are associated with NF and STSS

[7,8,9].

GAS has been described as an extracellular pathogen that can survive and persist circumventing the
host defense mechanisms. GAS has evolved a broad array of virulence factors to outwit the activities
of phagocytic cells [10,11] and it has developed a number of strategies to avoid or induce an
overeaction of the host immune system [12,13]. Surface components of GAS including a family of
M-proteins, the hyaluronic acid capsule, fibronectin and collagen-binding proteins allow the
microorganism to adhere, colonise and invade human skin and mucosal tissus under variyng

enviromental conditions [2,14,15]. The M protein, a fimbrial surface protein, is extremely variable



and five classes have been defined [16]. It has an anti-phagocytic activity and it can, depending on its
class, bind to diverse host molecules, among which complement proteins preventing the alternative
complement pathway activation, the bacterium evading killing by the polymorphonuclear leucocytes
[10,17]. The hyaluronic acid capsule confers invasiveness in vivo, by interfering with binding of
antibodies leading to phagocytosis resistance [18]. GAS also secretes virulence factors. The SpeB
cysteine protease is a crucial virulence factor, wich is able to modulate GAS surface proteins
function in colonization and significantly contibutes to tissue destruction in necroziting fascitis.
SpeB can cleave host extracellular matrix proteins, as well as immune system components, and
activate matrix metalloproteinases to promote further tissue damage and the release of proapoptotic
factors [19,20]. SLO is a human-specific cytolysin with a range of properties, including the ability to
form pores and to prevent the internalization of GAS by lysosomes, thus enhancing the intracellular
survival of GAS within epithelial cells [21]. The streptococcal pyrogenic exotoxins (SpeA, SpeC,
SpeG to SpeM), streptococcal superantigen A (SSA), and streptococcal mitogenic exotoxin Z
(SmeZ) have been identified as superantigens; they are released as toxins that can activate a large
proportion of T-cell population, eliciting inflammatory response [2,12,22]. The excessive
uncoordinate release of cytokines such as IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, IFN, overrides the body, resulting
in rash, fever, organ failure, coma and death. Epidemiological studies have tentatively searched for
links between emm types, superantigen profiles and strain invasiveness reporting different
conclusions [23,24].

The primary line of innate immune defense against most bacterial pathogens consists of resident
macrophages and polymorphonuclear neutrophils (PMN’s). It has been demonstrated that
macrophages have a profound influence in the early host immune defense against GAS [25,26,27].
Yet, their role in the early steps of GAS infection remains unclear; they can kill GAS or the bacteria

can survive and even multiply in the macrophage.



The nature of cytokine response induced early in infection might affect the recruitment and
activation of phagocytic cells capable of eliminating the invading microorganism. It has been
previously described that S. pyogenes induces an overwhelming amount of pro-inflammatory
mediators that have been correlated with GAS survival, persistence and modulation of innate
immune response GAS survival in murine bone marrow macrophages (BMDMs) is related to the
production of TNF-a and IL-6, which is independent of TLR2, TLR4 and TLR9 presence [28]. Until
recently type | Interferon was considered to be most important in the immune response to
intracellular pathogens [29]. Surprisingly, BMDMs infection with S. pyogenes, which displays
mostly an extracellular life style, induces the production IFN-B [28]. Mice deficient in type | INF
signaling were more susceptible to invasive S. pyogenes infection, and the IFN-B production was

independent of TLR3, TLR7, TLR9, NOD1 and NOD?2 receptors [30].

The high variability of the clinical manifestations is due on the one hand to the diversity of the GAS
strains and the other hand to the influence of the host immunogenetic background [2,31,32]. Yet, no
studies addressing the role of the high genetic variability of GAS in resistance to or stimulation of
the innate immune system have been reported.

In the present study, we investigated the possible correlation between GAS clinical isolates genetic
background, their ability to modulate BMDMs response and the disease they induced. For this
purpose, we defined a strain collection of independent invasive and non-invasive clinical isolates
representative of the most prevalent emm types currently isolated in France. We infected in vitro
BMDMs with these strains, quantified phagocytosis, bacterial survival and pro-inflammatory (I1L-6

and TNF-a) cytokines and anti-inflammatory IFN- secretion.



Material and Methods

Characterization of GAS strains

GAS clinical isolates were collected by the CNR-Strep (Table S1). The invasive status was defined
as the isolation of bacteria from a usually sterile site (e.g. blood, cerebrospinal fluid, bone or joint
fluid), or from samples obtained from a non-sterile site in combination with clinical signs of
necrotizing fascitis or streptococcal toxic shock syndrome (STSS). Bacteraemia was considered to be
without focus when no focal symptoms could be identified. Colonization strains were obtained from
pharyngeal carrier obtained from random cases with no clinical symptoms associated. GAS M1 Inv1
(ATCC 700294) a clinical strain originally isolated from an infected wound and previously studied
was used as control [28]. emm sequence type was determined by sequencing the variable 5’-end of
the emm gene and comparing sequences with database of the Center for Disease Control and

Prevention [4] (http://www.cdc.gov/ncdidod/biotech/strep/doc.htm). PCR reactions were performed

to detect the presence of toxin or superantigen genes, speA 1-5, speB, speC, speJ and ssa as

described [7,33].
Bacterial growth conditions

GAS strains were grown at 37°C without agitation in Todd-Hewitt broth (THB) or in DMEM
medium at 37°C under 5% CO, atmosphere. Bacteria were collected in mid-log phase, washed twice
with sterile phosphate-buffered saline (PBS), and diluted to the required inoculum and the number of
viable bacteria was determined by counting the colony forming units (CFUs) after plating dilutions
on TH agar (THA).

Macrophage cultures, infection assays, and immunofluorescence confocal imaging

Primary bone marrow-derived macrophages (BMDMs) from 6-10 weeks-old female C57BI/6 mice
(Charles River Laboratories), were cultivated in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum in

the presence of GM-CSF (10ng/mL) and antibiotics, 30 U/mL penicillin and 30 png/mL streptomycin

6



as described [28]. After 10 days, twenty-four well plates were seeded with 5 x 10> BMDM’s per well
and 24 hours later, mid-logarithmic phase bacterial cultures were added at a multiplicity of infection
(MOI) of 100 [28]. After 30 min of incubation at 37°C and 5% CO,, the non-adherent extracellular
bacteria were eliminated removing the culture medium and three washing with sterile PBS. The
adherent extracellular bacteria were subsequently killed by incubation, with fresh medium containing
30 U/mL penicillin/ and 30 ug/mL streptomycin. At time 0 (TO which corresponded to 30 min after
addition of antibiotics) and at specific time points after, supernatants were collected, centrifuged at
10,000 rpm at 4°C and frozen at -20°C for cytokine quantification and macrophages were lysed with
1 mL sterile distilled water. Serial dilutions of cellular lysates were plated on THA plates and the
number of CFUs was determined after 24-48 hours growth at 37°C. For all experiments, 3
independent assays in triplicate were carried out for each bacterial strain.

BMDMs, grown as described above were infected with CFSE (1 uM, 5(6)-
Carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester, Sigma) stained GAS (MOI=100). At T1, cells
were fixed with 0.6% PFA (Paraformaldhehyde) for 1h at 4°C and after, blocked with 1% BSA in
PBS. Extracellular bacteria were labeled with the primary anti-S. pyogenes rabbit antibody (kind gift
from 1. Julkunen), followed by incubation with Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG
(Lifetechnology). Afterwards, cells were permeabilized with Triton 0.2% for 10 min and incubated
with Alexa Fluor 660 phalloidin. The internalized bacteria percentage was calculated by the
subtraction of external bacteria (red) from the total number of CFSE-stained bacteria (green), and
dividing by the number of CFSE-stained bacteria. Images were acquired on a confocal Nikon Ti
eclipse microscope (z-stacks of 0.3 um, 60 x immersion objective). Stacks were analyzed with

Metamorph (using the 4D viewer application) and ImageJ softwares.



Neutral red uptake assay

The neutral red (NR) uptake assay provides a quantitative estimation of the number of viable cells in
a culture [34]. Briefly, after infection cells were washed with warm PBS and 500 uL of NR-medium
solution (40 pg/mL in DMEM medium) was added and the cells were further incubated at 37°C, 5%
CO, for 2 hours. The NR-medium solution was then removed; cells were washed with PBS and 250
ul neutral red de-staining solution (acetic acid 1% / ethanol 50%) was added. The plates were rapidly
shaken until the neutral red has been extracted from the cells and has formed a homogeneous
solution. The OD of neutral red extract was measured at 540 nm in a microtiter plate reader

spectrophotometer.
Apoptosis quantification by TUNEL assay

BMDS were infected at a MOI of 100, or left untreated (medium, negative control), or treated with
10 or 50 uM of staurosporin (positive control) for 2 hours. Cells where then fixed and stained using
the DeadEnd Fluorometric TUNEL System (Promega) following the manufacturer’s instructions.
Following in situ TUNEL staining, the slides were visualized in a Zeiss Axiovert 200 microscope
and percentage of cells that incorporate fluorescein-dUTP (TUNEL positive cells) was quantified.

Three independent assays in triplicate were carried out for each bacterial strain.
Cytokine quantification

The levels of IL-6, TNF-a and IFN-B were determined, by ELISA, in the supernatants of GAS
infected, LPS-stimulated (10 pg/mL, positive control) and unstimulated (negative control) BMDMs.
IL-6 and TNF-a were assayed using DuoSet ELISA kits (R&D Systems, Minneapolis, MN). The
amount of IFN-B was measured using VeriKine Mouse Interferon Beta Kit (PBL Biomedical
laboratories), according to manufacturers’ instructions. For all experiments, 3 independent assays in

triplicate were carried out for each bacterial strain.



Statistical analysis
Data were analyzed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California). The
significance of differences between the values was determined by Mann-Withney test. Significance

levels were set at *p < 0.05; **p <0.01; *** p <0.005.
Ethics statement

All of the animal experiments described in this study were conducted in accordance with guidelines
of Cochin Institute, in compliance with the European animal welfare regulation
(http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.html) and were approved by the

Institut Cochin animal care and use committee.



Results

Selection and genotypic characterization of a relevant collection of GAS clinical isolates

Our first goal was to select a representative and relevant strain sampling from the CNR-Strep
collection. Sixty-one non-redundant GAS from different geographical areas and different periods
responsible for different type of infections: invasive with or without STSS (Inv; n=36, 59.02 %) and
non-invasive (pharyngitis, cutaneous infections) (NInv; n=25, 40.98 %), from adults and children
(Table S1) were selected. GAS strains belonged to the most prevalent emm types recovered in
France, but also in other European countries and Northern America. The M type distribution of the
60 GAS is as follows: M1 (n= 15; 25%), M3 (n=10; 16.7%), M4 (n=9; 15%), M28 (n=12; 20%) and
M89 (n=12; 20%) (Table S1).

The toxin gene profile of these strains was determined (Table S1). The presence of speA,
speB, speC and ssa is sought systematically when strains are received by the CNR-Strep. Because it
has been reported that the allele of speA and the presence of speJ correlates with the invasive status
[23], we performed complementary PCR to assay these. The toxin gene profiles of the 60 selected
strains were comparable to those described in epidemiological studies [7,24,35]. As expected speB
gene was detected in all GAS strains whatever the emm type. All emml strains contained speJ,
harbor speA except GAS ATCC 700294 M1 Invl, a strain added as control. speAl-3 alleles were
found in all emm1 strains, with the exception of the M1 NlInv1 strain which harbors the speA5 allele.
Among the 60 isolates, those from the emm1 group are the only ones to display such uniformity for
these two toxin genes and this is invasiveness status independent. Furthermore, strains M1 Inv8, M1
Inv9, M1 NInv5 and M1 Invl also harbor speC. All emm3 strains have exactly the same profile,
possessing speA and ssa, although speAl-3 and speA4 alleles are present. The emm4 strains possess
ssa and, except for M4 Inv3, M4 Ninvl and M4 NInv2, speC, suggesting that in the emm4 group,

speC may be more present among invasive strains. All emm28 strains carry the speC gene and half of
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them, equally distributed among the invasive and non-invasive strains, also harbor speJ. The emm89
strains have, with the exception of M89 Inv2, M89 Inv5 and M89 NInv2, speC, equally distributed
among invasive and non-invasive strains. These results confirmed that the toxin gene profile is quite
similar within each emm type, but differs between emm types. Interestingly, the toxin gene profile

strain is independent of the clinical manifestation.

GAS phagocytosis and survival in macrophages is highly variable depending upon emm type and

invasiveness status of the strain.

In order to study if phagocytosis of GAS clinical isolates by macrophages varies and if this is
dependent on the emm type or on strain invasiveness status, BMDMs were infected with each of the
60 selected GAS strains and the phagocytosis of each strain was compared by determining the
percentage of bacterial CFUs recovered after 30 min post-antibiotics treatment relative to the initial
inoculum (Fig. 1A, Table S2). It is noteworthy that the percentage of GAS phagocytosis varied
significantly depending on the emm type and within some emm types according to the invasiveness
status. It concerned especially emm89 invasive strains which were significantly more phagocytosed
compared to invasive strains of emm1 (p<0.0022), M4 (p=0.0043) and emm28 (p= 0.0007) strains.
The phagocytosis of emm3, emm4 and emm28 invasive strains was highly variable in contrast to that
of emm89 and emm1 invasive strains. For example, emm3 uptake percentages varied from less than 3
% to more than 38%. Furthermore, non-invasive emma3 strains were phagocytosed at similar levels
(percentages ranging from 4 to 9 %) in contrast to emm3 invasive strains. Moreover and remarkably,
invasive emm3 and emma89 strains were significantly more phagocytosed than non-invasive strains of
the same emm type (Fig.1A and data not shown). Altogether, theses results clearly demonstrate that
GAS phagocytosis is highly variable depending upon emm type and invasiveness status of the strain.
emml and emma3 strains that are considered among the most virulent because often associated with

STSS or NF, appear to be less phagocytosed than the other emm types investigated.
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We then tested whether survival of GAS clinical isolates in BMDMs was also dependent on
the strain emm type or clinical manifestation (Fig. 1B). Differences in bacterial survival appeared
through the time course of the experiment. In contrast to what we observed concerning macrophage
bacterial uptake, there was, inside any given emm type, no significant survival difference between
invasive (black symbols) and non-invasive (white symbols) strains. However, the heterogeneity in
the survival was still highly dependent on the emm type. Interestingly, all emm3 strains, except one,
which yielded a very low CFU count at T2, reacted similarly, being undetectable as soon as 2 h post-
infection. The other singularity came from the emma89 strains, which persisted significantly longer
than all the other strains. emm1 type strains also responded rather homogenously and all but one
were still viable at T4. GAS from the emm4 and emm28 types yielded scattered results; many strains
had disappeared by T4 while others yielded high CFU counts at T6.

Thus, in contrast to macrophage uptake, once GAS are phagocytosed, the invasiveness status

has no consequence on their survival in BMDM, in contrast to the emm type that plays a major role.

emm3 GAS strains induce early macrophage apoptosis

Since all but one emm3 strains were undetectable as early as 2 hours post-infection, we wondered
whether these strains were more sensitive to macrophage killing, than other emm GAS strains, or
were more toxic to macrophages and were, consequently, killed by the externally-added antibiotics.
We first checked that the emm3 GAS were actually intracellular by fluorescent microscopy (Fig. 2).
To discriminate between extracellular versus intracellular bacteria, the emm1 invasive control strain
and an emm3 invasive strain were labeled with CFSE prior phagocytosis, hence all bacteria are
green. After phagocytosis and fixation in conditions that do not permeabilize the macrophages,
bacteria were labeled with polyclonal anti-GAS antibodies and Alexa Fluor 594 secondary
antibodies, hence extracellular bacteria are identified by dual yellow, or red due to an excess of
antibodies, signals (Fig. 2A). Bacteria were found both intra- and extracellularly (Fig. 2A). The

cellular location was confirmed by confocal microscopy, analyzing different z planes and a 3D
12



reconstruction from the entire stack (Fig. 2B). In addition to a differential staining, internal and
external bacteria were not observed in the same planes with internal bacteria localized in deeper
planes as shown in the 3D reconstruction (Fig. 2B). To note, there were some difficulty to clearly
correlate the extracellular status (well defined with the red surface marker, red arrow) and the higher
z position. This phenomenon may be due to bacteria size and stack thickness but also to the fact that
the macrophage is not flat but presents membrane folds. Furthermore, intracellular emm3 bacteria
yielded a faint surface signal, suggesting a slight defect in macrophage membrane integrity.

To test whether intracellular emm3 GAS were killed by antibiotics because they compromised
the macrophage, we repeated the same infection protocol with the same emm3 and emm1 strains, but
added, after the initial washing step in presence of antibiotics (T0), either medium alone or medium
with antibiotics; we then determined the CFU counts at TO, T1, T2 and T4 post-infection (Fig. 3). In
parallel we tested the strains growth in cell culture medium. The CFU numbers were constant ruling
out the possibility of bacterial growth during the assay (data not shown). The number of the emm1
GAS CFUs were similar at each time point, whether antibiotics were added or not, throughout the
course of the experiment, indicating that the experiment can be done without antibiotics. emm1 CFU
counts slowly decreased with time confirming a bacterial killing by BMDMSs. In contrast, whereas
the CFU counts of all emm3 strains, invasive or non-invasive also slowly decreased in absence of
added antibiotics, they decreased sharply, as soon as one hour post-infection, in presence antibiotics.
The slow decrease in absence of antibiotics indicated that the emm3 GAS are also killed by the
BMDMs. The absence of CFUs from T1 onward in presence of antibiotics indicated that emm3 GAS
are killed intracellularly by the antibiotics. This suggests that intracellular presence of emm3 bacteria
yielded BMDMs that are permeable to antibiotics, i.e. damaged macrophages. We therefore assessed
BMDMs viability by measuring the ability of viable cells to retain the supravital dye neutral red (Fig.
3B). Neutral red was incompletely retained by emm3-infected BMDMs as early as TO. The neutral

red leakage was time dependent and increased with time with the emma3 strains independently of the
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invasiveness status of the strains. In contrast, the amount of intracellular neutral red barely decreased
in the emm1-infected BMDMs. Altogether these results indicate that emm3 GAS-infected BMDMs
are compromised and this cytotoxicity occurred very quickly, being already measurable at TO. To
investigate if the macrophages permeabilization induced by emm3 strains was associated with
apoptosis, BMDMs were again infected with an emm3 invasive strain and the emm1 control invasive
strain, left untreated or treated with 10 or 50 uM staurosporin for 2 hours (Fig. 3C). After treatment,
the apoptosis induction was determined by using a fluorometric TUNEL assay. The cells infected
with emm3 GAS vyielded a similar percentage of Tunnel positive cells as the staurosporin 10 uM
positive control, a significantly higher one than that with the emm1 control strain. Altogether, these
results indicated that emm3 strains that are rapidly cleared are, in fact, killed by the extracellular

antibiotics because they induce rapid macrophage apoptosis.
The immune mediator secretion is also correlated to GAS M type

GAS induces pro-inflammatory mediator secretion [36]. We tested whether there is a correlation
between inflammatory mediator secretion and the GAS emm type or clinical manifestation. The
culture supernatants of GAS infected, LPS stimulated- (positive control) and unstimulated- (negative
control) BMDMs were collected at different time points (Fig. 4). All groups of strains were able to
induce the production of inflammatory mediators IL-6 and TNF-a. The levels of IL-6 production,
were, except in presence of emma3 strains, independent of the invasiveness status of the strains; the
emm3 non-invasive strains yielded, at T2 and T4, a higher secretion of 1L-6 than the invasive ones.
The TNF-a production levels were, except for emm89 infected BMDMs, also independent of the
invasiveness status of the strains. BMDMs infected; the emm89 invasive strains secreted higher
levels of TNF-a than those infected with the non-invasive emm89 strains. Noticeably, the pro-
inflammatory mediator production levels were all dependent on the strain emm type. The emm1 type

strains induced higher levels of 1L-6 secretion than strains from any other emm type from T4 onward.
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The amounts of secreted IL-6 were decreasing from emm3- to emm28-, emm89- and finally emm4-
infected BMDMs, the latter yielding the lowest amount throughout time. A similar picture was
obtained with TNF-a secretion, except that emm3-infected BMDMs secreted significantly less TNF-
a than the emml and emm28-infected BMDMs. The secreted IL-6 levels increased approximately
three-fold and two- to three-fold in all infected BMDMSs between T2 and T4, and T4 and T6,
respectively, except with the emm3 strain-infected BMDMSs, where this was true only between T2
and T4. The secreted TNF-a levels slightly increased throughout time for all strains groups.

That emm3 strain-infected BMDMs secreted immune modulators during the entire course of
the experiment is counter-intuitive since the BMDMs had undergone apoptosis at T2. A hypothesis is
that not all BMDMs were infected and non-infected BMDM could secrete immune modulators. The
ratio of infected BMDMs was determined by flow cytometry using CFSE-labeled emm1 and emm3
strains and F4/80;PE-labeled BMDMs (Fig. 5A). Dot plots yielded double positive cells (CFSE and
F4/80) with both emm types and indicated that only a fraction of the BMDMSs were infected at TO,
T1 and T2 (Fig. 5B and data not shown). The time course experiment (Fig. 5C) indicated that
throughout time, the percentage of infected BMDM is approximately the same with GAS strains
from both emm types, with at TO, 77.63 and 75.24 %; at T1, 85.45 and 83.30% and at T2, 91.47 and
84.19% for emm1 and emm3, respectively. These results indicated that not all BMDMs were infected
enabling the synthesis of immune modulators by non-compromised macrophages. These could be
stimulated by the infected-BMDMSs responses.

Analysis at the individual strain level indicated that emm89 GAS throughout the experiment
and the emml at T2 yielded the less scattered values of all (Fig. S1, Table S3). Strains that were
“high-producer”, compared to the mean value within their emm type, of one cytokine were not
necessarily “high producer” of the other: there was no link between the relative levels of IL-6 and
TNF-a induced productions. No correlation existed between CFU counts and the induced production

level of IL-6 and TNF-a, with one exception, M28 Inv6 (Table S2, Table S3). Strain M28 Inve6,
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which was the only emm28 strain to be cleared at T2, induced one of the lowest IL-6 and also TNF-a
production. Finally, one strain, M1 NInv5, which was not cleared, elicited a lower production than
all other emm1 strains of both IL-6 and TNF- o throughout the course of this experiment.

The ability of GAS emm1 to induce IFN-B production and the role in host protection as been
recently reported [28,30]. We thus investigated IFN-B production by BMDMs infected by the clinical
isolates from our collection (Fig. 4). As with the pro-inflammatory cytokine production, the mean
values of IFN-B secretion elicited by invasive and non-invasive strains within each emm type were
similar, with the exception at T6 of the emm1- and emm3- infected BMDMSs; in both cases, the
invasive strains elicited the highest production. The IFN-B production kinetics differed depending on
the emm type. The emm89 strain-infected BMDMs had an early production of IFN-f, which was the
highest of all infected BMDMs at T2, which then decreased, whereas for all other strains the
production was barely detectable before T4 or T6. From T4 onwards, the emm1 type strains induced
the highest production level.

Analysis at the individual strain level indicated (Fig. S1, Table S3) that the amount of IFN-f
induced by each strain, except the emm89 strains, increased with time. In contrast the level of
secreted IFN-B decreased with all but one emm89 strains. Again, the M28 Inv6 strain elicited one the
lowest IFN-B production throughout time.

The levels of pro-inflammatory cytokines and type | interferon produced is clearly dependent

on the strain emm type but seldom dependent on the invasive status of the strains.
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DISCUSSION

The interaction between S. pyogenes and innate immune response has been studied in vitro and in
vivo [10,11,25,26,37,38,39,40,41,42]. Whereas one analysis in human patients involved biopsies
from 17 patients and strains from at least five M types, in vitro studies of phagocytosis by various
immune cells, bacterial survival within these cells and immune mediators production as well as in
vivo studies using mouse models have, most of the time, been carried out employing one strain from
a given emm type. Genomic analysis of multiple strains have been carried out to link presence of
genes and tissue tropism or disease severity, but no in vitro experiments were reported in these
studies [9,23,24]. Our aim was to compare in vitro the early immune response elicited by multiple
strains from many emm types and different invasiveness status.

The emm type had more influence on each of the characteristics we analyzed than the
invasiveness status. A possible explanation is that they are correlated to the toxin profile. Indeed, the
toxin profile of our strains showed high conservation within each emm type, and variation in between
emm types. Similar results were obtained while studying the presence of 9 and 11 superantigens and
11 superantigens and different alleles of speA, in 87, 107 and 291 isolates, respectively [23,24,35]. In
one study, no single superantigen could be associated to disease manifestation [24]. However, in that
carried out on 291 clinical isolates (194 colonization and 97 from invasive strains), the speAl-speA3
alleles, as well as the speJ gene were found more frequently in invasive than colonization strains
[23]. Such is not the case in our present study; neither speA allele nor the presence of speJ could be
linked to the clinical manifestation. The emm-typing is an extremely powerful epidemiological tool
and the various types thus defined display, on average, different characteristics. GAS evolves
through the acquisition of genetic material, mainly phages, (horizontal transfer) and recombination
[16]. One hypothesis accounting for the restriction of the superantigen profile among different emm
type is that the M proteins could selectively influence the entry of bacteriophages [35]. Yet, all

strains from a given emm type are not identical. The variation we observed within each emm type
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could be the consequence of other surface proteins influencing the genetic material acquisition.
Interestingly, the strain variability, which occurred within emm types, for all the characteristics we
assayed is independent of their invasiveness status.

The role of macrophages in GAS diseases is ambivalent. It kills the bacteria but it can also be
used as a Trojan horse [26,27,43]. The first step which can be beneficial to the host when bacteria are
lyzed but can, in contrast, be beneficial to the bacteria when they survive intracellularly is
phagcytosis. This is the only characteristic that depended both on the genetic background and the
invasiveness status of the strains, within two emm types, namely emm1 and emm89. In both cases,
the invasive strains were more phagocytosed than the non-invasive strains. emml invasive strains
have been shown to persist and even multiply in the macrophages [27]; a more efficient phagocytosis
may therefore enhance the invasion capacity. The emm89 invasive strains were better phagocytosed
than their non-invasive counterparts and than all the other invasive strains. All emm89 strains also
survived intracellularly better than all others, suggesting the use of the macrophage for persistence. It
would be interesting to study whether emm89 strains elicit particularly persistent or recurring GAS
infections. Our observation suggests that they could be involved in antibiotic treatment failure.

Our results indicate that the emm3-type strains induced macrophage apoptosis very soon after
infection; it was measurable as soon as two hours post infection, at a time point where the emm1
control strain had not induced apoptosis. GAS-induced macrophage apoptosis has already been
described with an emm1 strain and SLO was shown to be responsible [44]. The mechanism by which
the emm3 strains induce apoptosis may be different since covRS wild-type or mutant strains in our
collection, CovRS controlling the accumulation of SLO, displayed the same phenotype (data not
shown). GAS also induces dendritic cell apoptosis, SpeB and SLO being involved [45]. However,
SpeB may not be responsible for the fast macrophage apoptosis, since CovRS controls the expression

of the speB gene. The mechanism involved in this fast apoptosis warrants further studies. Certain
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virulence factors inhibit anti-apoptotic signaling pathways (for review, [46]). emm3 strains may be
actively synthesizing such factors in a CovRS-independent manner.

Among the non-emm3 strains, bacterial survival was variable; the emm89 strains, on the
whole, survived better than strains from the other emm types. Survival or death of intracellular
bacteria may be a consequence of the entry pathway [26]. The entry pathway, permitting GAS
survival, and bacterial factor(s) promoting it are currently unknown. The M1 protein is involved in
survival interfering with trafficking in the phagosomal-lysosomal pathway, which results in impaired
fusion with lysosomal vesicles [27]; SLO, together with NAD-glycohydrolase, protect S. pyogenes
from xenophagic killing [21]. The M89 protein may be more efficient than M1 in interfering with the
phagosomal-lysosomal pathway. Alternatively, emm89 strains may produce other factors that
interfere through different pathways with intracellular survival. It will also be interesting to compare
the mechanism involved in strains from poor survivor emm types that nonetheless survive to that of
emma89 strains, to determine whether the same bacterial factors are involved and whether more than
one pathway exists. Interestingly, the emm89 strains induced a more rapid secretion of IFN-f as well
as a weaker IL-6 and TNF-a than strains from all other emm types. The M89 protein could, like M1
but more efficiently, induce a suppression of inflammatory signals [27]. Alternatively, other factors
present in these strains could synergize the M protein effect.

In our experiments, the survival property of the strains was not linked to the invasive status of
the strains. In vivo, the recruitment of other phagocytic cells may interfere with invasion, acting on
bacteria that escape from the macrophages. Indeed, non-invasive emm3 strain-infected BMDMSs
secreted more IL-6 at early times than the invasive strain-infected ones, whereas invasive emm89
strains induced a higher TNF-a. production than their non-invasive counterparts throughout the
experiment and, at a later time (T6), invasive emm1 and emm3 strains induced more IFN-f3 secretion
than the non-invasive strains. These differences may modulate phagocytic cell recruitment. No

difference was observed with emm4 and emm28 strain-infected macrophages. Other non-assayed
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cytokine may intervene or cascades induced in other phagocytic cells may have a more preeminent
role. Another possibility is that invasive strains only have that status because of the host they were
infecting. Studies demonstrated that the same streptococcal strain can cause infections with diverse
severity in different individuals, emphasizing the influence of the host genetic factors in the outcome
of infections [47,48].

Innate immune modulators were found in emm3-infected BMDMs supernatants, even at late
time points (T6), although macrophages were compromised as soon as T2. However, not all BMDMs
were infected, the non-infected ones could possibly secrete these modulators in response to signals
initiating from infected BMDMs [49].

During the course of this work, we have detected atypical strains that persisted longer or
disappeared faster than their counterparts from the same emm types. Our initial cytokine production
study did not explain these differences. A thorough analysis of the innate-immune response elicited
by these strains as well as of their in vivo properties in animal models, with the strains with mean
survival values as controls, should yield information on the molecular mechanisms involved in S.

pyogenes pathogenicity.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Phagocytosis and survival of GAS clinical isolates in BMDMs. Cells were infected with
GAS as described in Material and Methods. (A) Percentage of phagocytosis of invasive (black
symbols) and non-invasive (white symbols) GAS strains of different emm types. The results are
expressed as the percentage of bacterial CFUs recovered after 30 min post-antibiotics treatment
relative to the initial inoculum. (B) Bacterial survival experiments were carried out as described in
the Material and Methods and expressed as the logl0 of the CFUs/mL of culture. The results
represent the mean = SD of 3 independent experiments, with significance levels indicated between
given strains from the same emm type or inbetween emm types for the phagocytosis experiments and

in comparison with the emm1 strains for the survival assays (*p < 0.05; **p < 0.01; *** p <0.005).

FIGURE 2. Fluorescent confocal microscopy of BMDMs infected (MOI 100) with CFSE- stained
M1 or M3 GAS strains (green). After one hour post-infection, cells were fixed and the extracellular
bacteria were labeled with anti-GAS antibodies (GAR) (red). F-actin was labeled with R3-phalloidin
(blue). (A) Confocal microscopy images of BMDMs infected with M1 (upper panel) and M3 (lower
panel) strains (B) Zoomed images of the white frame areas of Fig. 3A, successive planes (z) are
represented, and 3D reconstruction (right image). Green and red arrows indicate intra- and

extracellular bacteria, respectively.

FIGURE 3. emm3 strains compromise macrophages. (A) BMDMs are permabilized by emm3 GAS.
Cells were infected with GAS as described and after washing, either medium with antibiotics (ATB)
(black) or medium alone (dash) was added to cells. M1 Inv is represented in black, M3 Inv in dark
grey and M3 NInv in light grey. The results represent the mean = SD of 3 independent experiments.

(B) BMDMS viability is altered by emm3 strains. The BMDMs were infected using MOI=100 for 30
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min at 37°C; afterwards cells were washed and incubated with medium plus antibiotics. At each time
point the neutral red medium was added, and after 2 h incubation at 37°C the plates were washed and
the dye was extracted with acidified ethanol solution. A decrease in color was evident and quantified
at 540 nm. The percentage of viable cells was calculated, the mean value from wells without cells
was subtracted from the other wells, and the values of treated cultures were referred to control
uninfected cultures Values represent the mean + SD of percentage of NR uptake at different time
points of two wells per treatment and correspond to one representative experiment of three
independent experiments. (C) emm3 GAS induce macrophages apoptosis. Cells were infected as
described, or left untreated [medium (M), negative control), or treated with 10 (S10) or 50 (S50) uM
of staurosporin (positive control) for 2 hours. Afterwards, cells where fixed and stained for apoptosis
using the DeadEnd Fluorometric TUNEL System (black bars, right axis) and DAPI (white bars, left

axis) for nucleus staining and total number of cells quantification.

FIGURE 4. GAS clinical isolates induced pro-inflammatory mediator and IFN-B secretion by
infected BMDMs. Graphics represent IL-6, TNF-a and IFN-B quantification in the cell culture
supernatant at T2h (A), T4h (B) and T6h (C) after infection by the different emm type strains. The
mean values immune mediator productions induced by all (black bars), all invasive (grey bars) and
all non-invasive (white bars) of each emm type are shown. The results represent the mean + SD of 3
independent experiments; with significance levels indicated between emm1 and other emm types by
stars above the corresponding black bar and within emm types by stars above a line overlapping the

corresponding grey and white bars (*p < 0.05; **p < 0.01; *** p <0.005).

FIGURE 5 Not all BMDMs are infected. The percentage of infected macrophages was detected by
flow cytometry analysis. (A) Typical example of dot plots, showing macrophages expressing cell

surface marker F4/80 (PE) infected by CFSE labeled bacteria. BMDMSs were uninfected and treated
26



with medium (Medium) or infected during 1 hour with M1 Invl and M1 Inv3 strains, respectively.
Numbers inside the dot plots indicate the mean values of the percentage of infected cells (CFSE™ and
F4/80" cells) among the total number of BMDMs (F4/80" cells) determined on three wells per
experimental conditions. (B) Percentage of infected cells (CFSE and F4/80 double positive cells) vs
total BMDMs (F4/80 positive cells) infected with M1 Invl (grey bars) or M3 Inv3 (black bars)
strains at different time points, TO, T1 or T2 hours, after infection. Results shown indicate the mean
value = SD of three wells per treatment and correspond to one representative of two independent

experiments.

FIGURE S1 GAS clinical isolates induced pro-inflammatory mediator and IFN-B secretion by
infected BMDMSs. Graphics represent 1L-6, TNF-a. and IFN-B quantification in the cell culture
supernatant at T2h (A), T4h (B) and T6h (C) after infection by the different emm type strains. Each
strain is represented, the invasive ones by filed circles and the non-invasive ones by open triangles.

The results represent the mean of 3 independent experiments.
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Table S1 — Strain collection

Reference " Strain® Diagnostic® Toxin genes

number type

EC700° emml M1 Invl Infected wound speB, speC, speJ
20030096  emml M1 Inv2 NF+STSS speA1-3, speB, speJ
20030192  emml M1 Inv3 NF+STSS speAl-3, speB, spel
20040420 emml M1 Inv4 STSS speAl-3, speB, speJ
20040427  emml M1 Inv5 NF speAl-3, speB, spel
20040562  emml M1 Inv6 NF+STSS speAl-3, speB, sped
20050062  emml M1 Inv7 NF+STSS speAl-3, speB, spel
20070592  emml M1 Inv8 NF+STSS speAl-3, speB, speC, spelJ
20070779  emml M1 Inv9 NF+STSS speAl-3, speB, speC, speJ
20070902  emml M1 Inv10 Bacteremia +STSS speAl-3, speB, sped
20040036  emml M1 Ninvl Pharyngeal carrier speAb, speB, spel
20050138 emml M1 Ninv2 Pharyngeal carrier speAl-3, speB, sped
20050374  emml M1 Ninv3 Pharyngeal carrier speAl-3, speB, sped
20070445  emml M1 Ninv4 Vaginal colonization speAl-3, speB, speJ
20080126  emml M1 NInv5 Pharyngeal carrier speAl-3, speB, speC, spelJ
20080415 emml M1 NInv6 Pharyngeal carrier speAl-3, speB, sped
20030233 emm3 M3 Invl NF+ STSS speAl-3, speB, ssa
20040357 emm3 M3 Inv2 NF+STSS speA4, speB, ssa
20040439  emm3 M3 Inv3 Septic arthritis+STSS speAl-3, speB, ssa
20050264 emm3 M3 Inv4 Bacteremia+STSS speAl-3, speB, ssa
20060065  emm3 M3 Inv5 Septic arthritis+STSS speAl-3, speB, ssa
20070945 emm3 M3 Inv6 NF+STSS speAl-3, speB, ssa
20080115  emm3 M3 Inv7 Pleuro-pneumopathy+STSS speAl-3, speB, ssa
20040252 emm3 M3 Ninvl Scarlet fever speAl-3, speB, ssa
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emm

Reference Strain® Diagnostic® Toxin genes
number type

20040261 emm3 M3 Ninv2 Nasal carrier speA4, speB, ssa
20040325 emm3 M3 NInv3 Scarlet fever speA4, speB, ssa
20050045 emm3 M3 Ninv4 Colonization speAl-3, speB, ssa
20030145 emm4 M4 Invl NF+STSS speB, speC, ssa
20050105 emm4 M4 Inv2 NF+STSS speB, speC, ssa
20060307 emm4 M4 Inv3 Bacteremia+STSS speB, ssa
20070799 emm4 M4 Inv4 NF+STSS speB, speC, ssa
20080507  emm4 M4 Inv5 Septic arthritis speB, speC, ssa
20040260 emm4 M4 Ninvl Pharyngeal carrier speB, ssa
20050050 emm4 M4 NinvI2 Pharyngeal carrier speB, ssa
20050478  emm4 M4 NInv3 Pharyngeal carrier speB, speC, ssa
20070934  emm4 M4 Ninv4 Pharyngeal carrier speB, speC, ssa
20060057  emm28 M28 Invl Arthritis+STSS speB, speC
20060831 emm28 M28 Inv2 NF+STSS speB, speC
20070586  emm28 M28 Inv3 Bacteremia speB, speC
20070662  emm28 M28 Inv4 Bacteremia speB, speC, spel
20070748  emm28 M28 Inv5 Pleuro-pneumopathology speB, speC, speJ
20070963 emm28 M28 Inv6 NF+STSS speB, speC, spel
20071009  emm28 M28 Inv7 NF+STSS speB, speC, spel
20080319 emm28 M28 Inv8 NF+STSS speB, speC
20040035 emm28,3 M28 NInvl  Pharyngitis speB, speC
20040037  emm28 M28 NInv2  Conjunctivitis speB, speC
20060811  emm28 M28 NInv3  Colonization speB, speC
20080184 emm28 M28 Ninv4 Pharyngeal carrier speB, speC, speld
20080408  emm28 M28 NInv5  Colonization speB, speC, speJ

34



emm

Reference Strain® Diagnostic® Toxin genes
number type

20030451 emm89 M89 Invl NF+STSS speB, speC
20050003  emm89 M89 Inv2 NF+Endocarditis speB
20060051 emm89 M89 Inv3 NF speB, speC
20070057  emm89 M89 Inv4 NF+STSS speB, speC
20070249  emm89 M89 Inv5 NF+STSS speB
20070884  emm89 M89 Inv6 NF+STSS speB, speC
20070937 emm89 M89 Ninvl Pharyngeal carrier speB, speC
20080105  emm89 M89 NInv2  Superinfection SspeB
20080199  emm89 M89 NInv3  Superinfection speB, speC
20080274  emm89 M89 NInv4  Pharyngeal carrier speB, speC
20080311 emma89 M89 NInv5 Pharyngeal carrier speB, speC
20080412  emm89 M89 NInvé  Pharyngeal carrier speB, speC

# Invasive (Inv); Non-invasive (NInv)

® Necrotizing fasciitis (NF); Streptococcal Toxic Shock Syndrome (STSS)

¢ obtained from E. Charpentier
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Table S2 — Phagocytosis and intracelluler survival

Log cfus/ mL

Strain TO T2 T4 T6

M1 Invl 6.716 5.483 4.149 2.122
M1 Inv2 6.262 3.302 2.452 0.000
M1 Inv3 6.491 4.823 3.755 2.575
M1 Inv4 6.410 3.495 3.438 0.000
M1 Inv5 6.419 5.019 4.069 2.245
M1 Inv6 6.210 3.349  3.145  0.000
M1 Inv7 6.411 2.763 2.088  0.000
M1 Inv8 5924 3534 0.000 0.000
M1 Inv9 6.212 4896 2.600  0.000
M1 Inv10 6.208  3.567 2.191  0.000
M1 Ninvl 6.288 4.375 3.885 2.605
M1 Ninv2 6.091 4.602 3.637 1.000
M1 NInv3 6.222 4.575 3.649 0.000
M1 Ninv4 5.873 3.759 3.452 0.000
M1 NInv5 6.117 3.645 2.739 0.837
M1 Ninv6 6.091 3.808 2477 1.159
M3 Invl 6.688  0.000 0.000  0.000
M3 Inv2 5.663  0.000 0.000 0.000
M3 Inv3 6.096 1516 0.000  0.000
M3 Inv4 6.608 0.000 0.000 0.000
M3 Inv5 6.883  0.000 0.000  0.000
M3 Inv6 6.453 0.000 0.000 0.000
M3 Inv7 6.799 0.000 0.000 0.000
M3 Ninvl 5.343 0.000 0.000 0.000
M3 NInv2 5.822 0.000 0.000 0.000
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Log cfus/ mL

Strain TO T2 T4 T6

M3 NInv3 5.823 0.000 0.000  0.000
M3 NInv4 6.172 0.000 0.000  0.000

M4 Invl 6.562 5.665 5528  4.253
M4 Inv2 5979  0.000 0.000 0.000
M4 Inv3 6.274 4810  3.477  0.000
M4 Inv4 6.695 5176 4439  3.653
M4 Inv5 6.740 4889 3813 3.301

M4 Ninvl 6.412 4.370 3.588  0.000
M4 NInv2 6.125 3.511 3.088  0.000
M4 Ninv3 6.738 4.732 3.710 3.128
M4 NInv4 6.653 4.389 3.647 3.349

M28 Invl 6.217 4.335 3.493  0.000

M28 Inv2 6.581 4.842 3.492  0.000
M28 Inv3 6.609 5.391 4815 4481
M28 Inv4 4864 4620 4518  0.837
M28 Inv5 6.609 5.804 5288  4.802
M28 Inv6 3.295 0.000 0.000  0.000
M28 Inv7 6.317 2.679 0.000  0.000
M28 Inv8 6.429 3.085 0.000  0.000
M28 Ninvl 6.663 5.562 4953  4.661
M28 Ninv2 6.399 4933 4511 3.908
M28 Ninv3 6.383 3.069 0.000  0.000
M28 NInv4 6.667 3.737 3.248  0.000
M28 NInv5 6.714 3.671 3.268 2.374

M89 Inv1 6.829 5.724 4183 3.267
M89 Inv2 6.782 5.637 4.181 3.118



Log cfus/ mL

Strain

TO T2

T4

T6

M89 Inv3
M89 Inv4
M89 Inv5
M89 Inv6
M89 Ninv1
M89 NInv2
M89 NInv3
M89 Ninv4
M89 NInv5
M89 NInv6

6.816 5.423
6.775 5.090
6.792 3.860
6.863 5.686
6.568 5.111
6.548 5.478
6.730 5.138
6.594 4.774
6.686 3.176
6.836 4.376

4.204
4.362
3.243
3.217
2.352
4.115
4574
4.138
2.109
3.000

2.653
2.699
2.243
2477
0.000
3.814
4.097
3.279
0.000
0.000
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Table S3 — Innate immune modulators production in the BMDMSs cultures.

BMDMS supernatants cytokines (pg/ mL)

T2 T4 T6
Strain IL6 TNF-a IFNp| IL-6 TNF-a IFN-B | IL6  TNF-a IFN-p
M1invi  463.773 1480.000 30.000 | 1800.000 1730.000 200.000 | 2220.000 1715.000 500.000
M1Inv2 ~ 560.000 1510.000 40.000 | 1978.462 1680.000 340.652 | 2400.000 1700.000 806.257
M1Inv3d  516.039 1000.000 30.000 | 1603.444 1200.000 200.000 | 1998562 1300.000 500.000
M1Inv4  400.000 1300.000 30.000 | 2100.000 1600.000 400.000 | 2200.000 1650.000 800.000
M1Invs 56576 258486 35404 | 155.734 448542 57.218 | 466.506 589.958 168.205
M1inve  502.821 1445500 36.686 | 1969.282 1619.241 404.852 | 2154.641 1650.000 753.257
M1Inv7 458115 1389.167 40.000 | 2055.769 1545417 250.000 | 2165.000 1612.500 500.000
M1Inv8  122.308 976.464 31.968 | 1031.538 1434.573 220.738 | 1587.308 1794.641 342,533
M1Inve  161.859 1041.068 30.429 | 1478.248 1286.230 128.359 | 1842.821 1499.974 291.601
M1Invi0 343090 1142130 30.000 | 1579.872 1506.315 200.000 | 1800.000 1688.000 500.000
M1NInvl 240.880 952713 15.000 | 1648.516 1300.000 427.881 | 2000.000 1700.000 696.881
M1NInv2 330,000 1340.000 30.000 | 1962.115 1700.000 200.000 | 2276.346 1750.000 375.000
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T2 T4 T6
Strain IL-6 TNF-a IFN-p IL-6 TNF-a  IFN-B IL-6 TNF-a  IFN-B
M1 Ninv3 190.000 1000.000 27.500 | 2000.000 1700.000 250.000 | 2100.000 1850.000 381.000
M1 NInv4  275.385 1158.472 27.000 | 1700.000 1588.333 200.000 | 1950.000 1850.000 350.000
M1 NInv5 177.788 1147.762 27.168 | 805.842 1500.000 200.000 | 1100.000 1700.000 350.000
M1 NInv6  230.000 1200.000 41.000 | 1000.000 1423.321 82.000 | 1555.481 1582.885 115.873
M3 Invl 80.372  209.220 38.873 | 555.349 745363 50.945 | 800.778 994.444  60.000
M3 Inv2 72200 934.652 19.392 | 468.846 1400.937 84.392 | 1061.200 1593.333 225.988
M3 Inv3 290.975 1058.943 27.196 | 756.653 1297.265 70.249 | 1044.574 1535.084 216.500
M3 Inv4 93.567 935.667 29.233 | 436.667 1283.333 103.333 | 960.000 1550.000 260.000
M3 Inv5 27.067  34.064 23.397 | 50.628 84171 11572 | 117.447 151948 17.082
M3 Inv6 98.616 695.675 22.532 | 386.330 879.780  88.555 | 1089.054 960.473 456.436
M3 Inv7 143.353 279.413 34.070 | 251.877 419.076 91.286 | 520.229 472.444 178.749
M3 NInvl 392135 665.487 39.872 | 888.834 913.209 74.323 | 972.222 1050.000 90.000
M3 NInv2 405.739 639.092 40.921 | 1131.431 1167.898 58.624 | 1341.111 1288.889 77.478
M3 NInv3  87.572 208.399 28.356 | 474.983 670.298 48.853 | 653.600 928.778 68.756
M3 NiInv4  482.841 811.681 32.724 | 873.928 1259.281 41.960 | 1319.244 1507.789 69.056
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T2 T4 T6
Strain IL6 TNF-e« IFNB| IL-6 TNF-a IFN-p | IL6  TNF-a IFNB
M4 1Invl  86.300 558.100 47.000 | 312100 658.000 99.700 |1000.000 688.000 330.000
M4 Inv2 28100 110000 23.000 | 124.000 253.000 16.000 | 287.700  474.000  30.500
M4 1Inv3 33500 388700 13.380 | 154.200 612.400 16.000 | 582.300 681.800  40.700
M4 Inv4  100.700 439.000 12.000 | 526.400 1000.000 14.500 | 1000.000 1100.000 86.200
M4 Inv5  359.300 30.500  14.000 | 924.000 1207.000 19.000 | 1050.000 505.000  24.000
M4 Ninvl 69400 701.700 25.000 | 212.000 894700  28.000 |1120.000 1014.000 120.000
M4 NInv2 55200 195600 23.800 | 141500 397.600 29.000 | 512.600 566.800 127.000
M4NInv3 25300 16.000 15000 | 28400 30700  30.700 | 49.700  87.200  85.000
M4 Ninv4  50.800 425400 4.420 | 97.100  440.000 22.900 | 469.400 718.000 77.310
M281Invl 96580 980.488 70.000 | 656.255 1423235 83.400 | 1196.832 1517.895 105.870
M28Inv2  57.729 1134.743 68.305 | 364.567 1408.484 80.976 | 1102.841 1516.232 150.024
M28 Inv3  258.110 501.902 48425 | 617.549 600.871 95639 | 741.671 628.758 165.497
M28 Inv4 371721 1049.642 28.837 | 714.402 1212459 46.255 | 1113.933 1316.709 101.851
M28Inv5  300.000 829.812 27.317 | 764.076 1282.839 36.392 | 1111.097 1353679 104.291
M281Inv6 89500 248064 20.841 | 167.147 337.064 22.641 | 410.023 616.864  28.498
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T2 T4 T6
Strain IL6 TNF-e« IFNB| IL-6 TNF-a IFN-p | IL6  TNF-a IFNB
M28 Inv7 72400 1006.740 11.000 | 289.833 1507.982 30.000 |1116.267 1613.614 185.000
M28Inv8  126.300 1413246 23.505 | 486.500 1532263 64.000 | 1158.000 1616.725 343.400
M28 NInvl 200.361 976.139 11.952 | 249.377 1070542 30.405 | 976.837 1215.792 185.071
M28 NInv2 234.664 1006.723 15400 | 802.364 1300573 92.200 |1035.928 1408.879 238.600
M28 NInv3 252970 802.853 18.767 | 543.420 896.410 96.263 | 1001.900 1000.000 172.400
M28 Ninv4 336.721 858539 29.558 | 655.200 1241.042 36.827 | 1250.604 1430.389 55.754
M28 NInv5 165.048 685.412 28.205 | 553.685 1089.009 32.935 | 1049.706 1301.359 56.534
M89Invl 200945 865863 119.7 | 484.427 1278631 67.532 | 1000.000 1580.908 62.427
M89 Inv2 140767 748131 712 | 458.690 1201492 46.439 | 1264.185 1505.158 47.550
M89 Inv3 191275 768.158 422.9 | 472.014 1268.186 51.967 | 1566.104 1569.325 51.700
M89 Inv4 215096 865.853 85.7 | 863455 1312236 100.000 | 1453.096 1546.703 250.000
M89 Invs 191202 742.464 485 | 702529 1297.686 54.730 | 1819.642 1544.381 61.870
M89 Invé 128779 700.992 71.6 | 651.066 1243.631 55.028 |1313.339 1489.431 62.857
M8INInvl 94596 689575 57.5 | 388.233 1128.770 52201 | 1324.079 1534.047 54.464
M89 NInv2 443.488 615816 193.6 | 667.645 1113.165 54.387 | 1075.684 1412.018 53.239
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T2 T4 T6
Strain IL-6 TNF-a IFN-p IL-6 TNF-a  IFN-B IL-6 TNF-a  IFN-B
M89 NInv3 88.898 538.581 104.1 | 483.389 874.326 69.569 | 901.901 1196.557 58.945
M89 NInv4 52.009 569.481 699 | 566.674 1143581 53.872 | 972.701 1321.280 52.046
M8I9 NInv5 43.920 346.908 172.3 | 150.244 724975 44.656 | 729.600 1053.047 49.723
M89 NInv6 110.797 826.015 131.2 | 517.517 1191.065 61.323 | 1130.425 1264.542 54.151
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ABSTRACT

Streptococcus pyogenes (group A Streptococcus, GAS) causes a wide variety of diseases ranging
from mild non-invasive to severe invasive infections. Mutations in regulatory components have
been implicated in the switch from colonization to invasive phenotypes. Inactivation of the sil
locus, composed of six genes encoding a quorum sensing complex, gives rise to a highly invasive
strain. However, studies conducted on limited collections of GAS strains suggested that sil
prevalence is around 15 %; furthermore, whereas correlation between sil presence and genetic
background was suggested, no link between the presence of a functional sil and the invasive status
was assessed. We established a collection of 637 non-redundant strains covering all emm types
present in France and of known clinical history, 68%, 22% and 10% were from invasive, non-
invasive infections and asymptomatic carriage, respectively. Among the 637 strains, 206 were sil
positive. The prevalence of the sil locus varied according to the emm genotype, being present in
more than 85 % of the emm4, emm18, emm32, emm60, emm87 and emm90 strains and absent from
all emm1, emm28 and emm89 strains. A random selection based on 2009 French epidemiological
data indicated that 16% of GAS strains are sil positive. Furthermore, due to mutations leading to
truncated proteins, only 9 % of GAS strains harbor a sil functional system. No correlation was
observed between the presence or absence of a functional sil locus and the strain invasiveness

status.
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Streptococcus pyogenes (group A Streptococcus, GAS) causes a wide variety of diseases ranging
from mild pharyngitis or impetigo to more severe invasive infections including streptococcal toxic
shock syndrome (STSS) and necrotizing fasciitis (NF) [1]. Moreover this exclusively human
pathogen is responsible of many asymptomatic upper respiratory tract carriages [2]. However, the
origin of the switch from carriage to pathogen status remains mostly unknown. Increased frequency
of invasive GAS infections has been reported since the last 1980s resulting in a reinforcement of
epidemiological surveillance [3]. Sequencing of the variable extremity of emm gene is at the basis
of epidemiological surveys of GAS infections [4]. The emm gene encodes the surface M protein,
one of the main GAS virulence factors, and more than 225 different emm genotypes have been
described [5, 6]. The global distribution of emm genotypes is variable according to continents but
also in time [7, 8]. Moreover variations are observed between countries of the same continent
reflecting ongoing epidemic waves, herd immunity or population immunity [9-12].

Hidalgo-Grass et al., identified the streptococcal invasion locus (sil) using the polymorphic-tag-
lengths-transposon-mutagenesis (PTTM) method in an emm14 GAS strain, JS95, isolated from a
patient with NF [13]. The sil locus controls GAS spread into deeper tissues in a mouse model of
human soft-tissue infection and may be involved in DNA transfer [13]. This locus contains six
genes: silA/B and silD/E encoding respectively a two-component system (TCS) and an ABC
transporter. The two remaining genes silC and silCR, which are located between these two units,
overlap. silCR encodes a 41 amino-acid propeptide, which after cleavage yields a 17 aminoacid
pheromone, SilICR. SilD/E cleave and then export the signaling immature pre-peptide SilCR. Upon
reaching a threshold concentration, the mature SilCR binds to the TCS. This in turn activates the
transcription of silCR (autoregulation) and silD/E and represses that of silC [14]. The silC gene
product, of unknown function, is involved in mouse virulence [13]. SIICR is involved in the down-
regulation of the expression of the gene encoding the CXC chemokine protease ScpC, which
impairs the recruitment and the activation of neutrophils to the soft-tissue infection site [15, 16].

Furthermore, and in contrast to subcutaneous injection of GAS strains, subcutaneous co-injection of
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the mature SIICR peptide and GAS strains into mouse, yielded strong neutrophil recruitment that
prevented systemic GAS dissemination [16]. However, this result may be GAS strain dependent
[17]. In the highly invasive strain JS95, the sil locus is inactive due to a point mutation in the start
codon of silCR (ATA instead of ATG) [13, 18].

A study conducted in Japan on non-invasive strains showed a prevalence of 12% for the sil locus
[19]. In China, a prevalence of 13% for the sil locus was found both in invasive and non-invasive
strains [20]. In France, Bidet et al., studying GAS strains causing pediatric invasive infections,
detected the sil locus in 16% of the strains [21]. Moreover, sequencing the sil locus of three emm4
strains, they identified a frameshift in silD generated by the replacement of CTCAAA by TTTAG at
position 436 to 441 [21]. Consecutively, we wondered if the presence of a functional sil locus may
be different in isolates from asymptomatic carriage, non-invasive infections or invasive infections.
As the previous studies were carried out on small numbers of strains, we conducted a study (i) to
assess the prevalence of sil locus in a larger collection of GAS strains, (ii) to determine whether its
presence is related to the emm type, (iii) to define whether the sil locus was predominantly detected
in invasive, non-invasive or colonization GAS strains and (iv) to assess whether the sil locus is
functional or mutated in the sil locus positive strains, hence to determine the prevalence of a

functional sil in GAS strains of various invasive status.
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Materials and Methods

Strains and clinical data

A total of 637 non-redundant GAS strains isolated from clinical samples collected between 2003
and 2009 were selected from the collection of the French National Reference Center for

Streptococci (CNR-Strep, https://www.cnr-strep.fr). Strains were selected according to their emm

genotype to have the greatest variety of strains. In the initial collection, all strains from infrequent
emm genotypes (6 strains or less in that period) were included; yet, to reflect the French
epidemiology a higher number of strains of the 12 most prevalent emm genotypes were selected [9-
11]. Furthermore, due to initial results obtained with the emm4, 25, 32, 43, 53, 58, 60, 63, 64, 71,
74, 87, 90, 93, 94, 101 and 102, genotypes, all strains from these genotypes were included in the
collection. Clinical characteristics were obtained from questionnaires sent, with the isolates, on a
voluntary basis by a stable network of 233 laboratories located throughout the 22 French
administrative regions. Data collected included sex and date of birth of the patient, date and origin

of the sample, geographical area and clinical manifestations.

Case definition

GAS invasive infection was defined as the isolation of bacteria from a usually sterile site (e.g.,
blood, cerebrospinal fluid, bone or joint fluid), or from samples obtained from non-sterile site in
combination with clinical signs of NF or STSS. STSS was defined according to the US Working
Group on Severe Streptococcal Infections definitions [22]. Bacteraemia was considered to be
without focus when no focal symptoms could be identified. GAS colonization strains were sent to

the CNR-Strep as part of the investigations conducted around clusters.

Strain identification and growth conditions
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GAS isolates were confirmed to be S. pyogenes using morphological and growth characteristics
including B hemolysis on horse blood agar, production of pyrrolydonyl arylamidase and presence of
Lancefield group A antigen. Strains were cultured on horse blood agar plates and were stored in 2%

glycerol Todd Hewitt broth at -80°C.

emm sequence typing

The emm genotype was determined by sequencing the variable 5’-end of the emm gene and
comparing sequences with the database of the Center for Disease Control and Prevention

(www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/doc.htm) [4].

Detection of the sil locus

PCR detection of the sil locus was performed as previously described, using two sets of primers
SD-sil-f1 and SD-sil-r1 or SD-sil-f2 and SD-sil-r2 (Table 1), amplifying respectively a fragment of

638 bp or 1562 bp encompassing silB and silD [14].

Sequence analysis

For all sil locus positive strains, silC1-F and silC5-R primers (Table 1) were used to amplify an 860
bp fragment encompassing silC and silCR. PCR products were sequenced in order to identify
mutations in this fragment, including the previously described silCR start codon mutation [13, 18].
DNA fragment amplified using the primers silC3-F and silC4-R (Table 1) were sequenced to detect
mutations in silD, including the already described frameshift mutation [21]. Sequencing of PCR
products was performed by Eurofins (Paris, France). Sequence analysis and multiple alignments

were performed using respectively BioEdit software and CLUSTAL W.



130  Statistical analysis
131  The chi square test was used for statistical analysis with a P value <0.05 considered significant.
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Results

Clinical and epidemiological data

The 637 non-redundant GAS strains selected were isolated between 2003 and 2009 from all regions
of France (median =86 strains per year; range 40 to 164). Among these 637 GAS strains, 435
(68%) were from invasive infections, 138 (22%) from non-invasive infections and the 64 remaining
strains were asymptomatic colonization strains (10%) (Table 2). Most invasive strains were either
from skin or soft tissue infections (n = 141; 32%) including 91 cases of NF, or from bacteremia
without focus (n = 132; 31%). A STSS was described in 23% of cases, mostly associated with NF
(p<0.001) (data not shown). Among the 138 non-invasive strains, 66 were from superficial
cutaneous infections (45%) and 20 from pharyngitis (14%) (Table 2). Asymptomatic colonization
strains were mostly isolated from pharynx (68%) (Table 2). The sex ratio male/female was 1 and
the distribution according to age groups, infants (<1 - 17 years) and adults (18 - 97 years), was
respectively 103 and 534 strains. Among these 637 GAS strains, 87 different emm genotypes were
identified but no emm14 strain was found (Table 3). For any given emm type, when all strains tested
were sil” (see below), all strains of that emm type collected by the CNR during the 2003 — 2009

period were included in the study (Table 3).

sil locus prevalence

sil locus prevalence was determined performing PCR detection on the 637 strains. The sil locus was
detected in 206 GAS strains from 42 different emm genotypes (Tables 2, 3). Noteworthy, the
prevalence of sil locus varied according to the genotype emm (Table 3). The sil locus was detected
in 95% (n = 93) of emm4 GAS strains as well as in more than 85% of strains belonging to, among
the genotypes involving at least 5 strains, genotypes emm18, emm32, emm60, emm87, emm90 and
emm102. Furthermore, sil locus was absent from all emm1 (n =60), emm28 (n =58) or emm89

(n = 45) strains, representing the three most frequent genotypes involved in invasive infections in
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France [9-11]. The sil locus was detected in 151 (35%) invasive strains, 43 (31%) non-invasive
strains and 12 (19%) asymptomatic colonization strains of our collection (Table 2, 3). We analyzed
a putative link between the presence of sil and the clinical manifestations. Among the invasive
strains the percentage of sil-harboring strains varied from 25% (peritonitis) to 44% (other skin and
soft tissues and infections). Among the non-invasive strains, the dispersion was greater with 10%
and 56% strains isolated during pharyngitis and scarlet fever, respectively, harboring the sil locus;
the presence of sil appears associated with scarlet fever (p<0.05). To note, the two pharyngitis sil*
strains were emm87 strains and the scarlet fever sil™ strains belonged to emm4 (n = 8) and emm87
(n=1) genotypes. Finally, among the emm4 strains, a genotype that is far more prevalent in
children (second or third most common) than in adults (6" encountered emm type), 96%, 95% and
92% strains harboring the sil locus were invasive, non-invasive and asymptomatic colonization
strains, respectively. There were no significant differences between the presence or absence of the
sil locus depending on the invasiveness status of the emm4 strains. Furthermore, no correlation

between age group and presence of sil locus was noticed (data not shown).

Taking into account the frequency of the different emm genotypes in France in 2009 [9], sil locus
prevalence was estimated at 16% overall with, 18%, 16% and 8% in invasive, non-invasive and
asymptomatic colonization strains, respectively (Table 2). Thus, a trend for a lower frequency of the
presence of the sil locus in asymptomatic colonization strains emerges, but, due to the low number

of the latter (1), it is not statistically significant.

Sequence analysis

To seek an eventual mutation in silCR translational start codon as that previously described in the
JS95 (emm14) strain, we sequenced silCR, from the 206 sil locus positive strains [13, 18]. Among
these strains, no mutation in the silCR start codon was observed; a functional translational start
codon was present in silCR of all strains (Fig. 1). Furthermore, among these 206 strains the silC and

siICR, except for the start codon, sequences were identical to those of the JS95 strain except for six
9
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strains (Fig. 1). In four strains, the guanine at position 17 in silCR / cytosine at position 66 in silC,
was substituted by an adenine/thymidine leading to the replacement of a threonine by an isoleucine
in SIICR and a valine by an isoleucine in SilC. Among these four strains, three are emm74 strains
including two invasive and one non-invasive strains and one invasive emm4 strain. Several SNPs
were identified in silCR and silC of an emm4 strain (Fig. 1), that lead to a single aminoacid change
in SIICR, but to several aminoacid replacements in SilC; the isoleucine at position 22 of SilCR was
replaced by an arginine and, in SilC, lysine at position 5, isoleucine at position 10 and asparagine at
position 36, were replaced by an asparagine, a leucine and an aspartic acid, respectively. This strain
harboring several SNPs was isolated from an asymptomatic pharyngeal colonization. Finally, in a
non-invasive emm41 strain, the replacement of the adenine position 10 of silCR / thymine position
83 of silC by a thymine / adenine resulted in a stop codon in both SilC and SilCR (Fig. 1). It was
the only strain among the 206 characterized, which presented truncated SilCR and SilC. This strain

was isolated from a superficial cutaneous infection.

Consequently, in all sil™ strains, but one with a stop codon and a second one with non-conservative
changes, SilC and SilCR are predicted functional. This contrasts with the situation in JS95, the

strain in which the sil locus was originally described [13, 18].

The silD gene was sequenced to search for the frameshift mutations, previously described in emm4
and emm18 strains, or other mutations [21]. In only 55 (27%) strains, was the silD sequence
identical to that of JS95 (Fig. 2). In 78 strains (38%) a substitution of CTCAAA at position 436 to
441 by TTTTAG gave rise to the replacement of a leucine at position 146 of SilD by a
phenylalanine and to a stop codon in position 441 of silD. In 12 strains, a 515 bp deletion was found
from adenine at position 235 to thymine at position 749, yielding a truncated SilD protein. Three
strains displayed the deletion of an adenine at position 479 generating the frameshift mutation
previously described in the reference strain MGAS8232 (emm18) [23]. In one strain, a stop codon

was generated by the replacement of cytosine at position 883 by a thymine. Altogether, 94 of the
10
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206 sil™ strains (45.5%) encode a truncated SilD. Finally, in 57 strains (28%) SNPs were observed
amounting to 29 different SNP patterns ranging from one single aminoacid substitution to 14
aminoacid substitutions, of which 19 patterns displayed more than three SNPs. SNPs affected silD

from many emm genotypes as only 17 among the 42 genotypes analyzed were not concerned.

Seventy-six emmé4 strains (82%) from the 93 emm4 sil* strains of our collection, as well as the
reference MGAS10750 strain, harbored the CTCAAA at position 436 to 441 to TTTTAG
substitution, 11 strains (12%) the 516 bp deletion and only three strains (3%) SNPs (Fig. 2, Table
3). Thus, among the 93 emm4 sil™ strains, only three (3%) possessed a silD sequence identical to
that of JS95 and three displayed SNPs. Among the 87 strains harboring a non-functional sil locus,
60 are from invasive infections, 16 from non-invasive infections and 11 from asymptomatic
colonization. The three displaying SNPs are all invasive strains (Table 3) and among the three with

a wild-type silD, two are from non-invasive and one from an invasive infection.

In contrast, considering all strains, except the emm4 strains, harboring a sil locus, the sil locus
functionality was predicted conserved in 105 strains (93%) (Table 3); the two non-emm4 strains
with a truncated, 146-aa long, SilD are an emm102 non-invasive strain and an emm113 invasive
strain and the non-emm4 strain harboring the 516 bp deletion is an emm3 strain. The strains with the
frameshift mutation previously described in an emm18 strain [21] are two emm18 strains and one
emm179. Finally, the strain with the stop codon at position 883 is an invasive emm102 strain. The
105 non-emm4 strains with a potentially functional sil locus were isolated from 81 invasive

infections, 23 non-invasive infections and only one asymptomatic colonization.

Taking into account the frequency of the different emm genotypes in France 2009 [9], the sil locus
was estimated to be present and potentially functional in 8% of the invasive and 14% of the non-

invasive strains but absent from all asymptomatic colonization strains.
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Discussion
In this study we characterized the prevalence of the sil locus and sequenced the three genes in
which mutations had been described so far, namely silC, silCR and silD, in a large collection of

clinical GAS strains.

Our data show that the presence of the sil locus is correlated to the emm genotype of the strain and
that its prevalence was overwhelming in given emm types. This is in accordance with previous
studies, to which we add new sil harboring emm types (Table 3) [19-21]. A recent study highlighted
the overwhelming prevalence of sil locus in the GAS close genetic relative, Streptococcus
dysgalactiae subsp equisimilis a group G Streptococcus (GGS) (100%) [13, 18]. GGS are regarded
as commensal, but can also cause human invasive infections manifestations, close to those elicited
by GAS [24].

However, within the emm4 genotype, the presence of the sil locus did not correlate with the
presence of a functional sil locus. Only 6 (6%) emm4 strains, half from invasive and half from non-
invasive infections, had a potentially functional sil locus as defined by the absence of deletion,
frameshift, or mutation leading to a stop codon in silCR, silC and silD sequences. Whereas, in
several genotypes, SNPs were the most frequent mutations observed, only 3% of emm4 strains
displayed SNPs. Furthermore, that 82% of the emm4 silD mutant strains shared the same 516 bp
deletion, leading to a truncated 146 aa-long SilD, suggested that this mutation is clonal. To note,
none of our emm4 strains, nor the MAGS10750 reference strain, displayed the framesfhift mutation
previously described in three emm4 strains [21]. Interestingly, of the six GGS strains in which silD

was sequenced, only one possessed an intact SilD [13, 18].

Sequencing of silCR allowed us to identify only a single strain mutated in this gene; the mutation
been in the silC — silCR overlapping segment, it yielded mutations in both in SilCR and SilC. The
silCR translation initiation codon is mutated in the thoroughly studied sil locus from the JS95 strain,
an emm14 strain. None of the strains of our collection shared this mutation. However, no emm14

strain was present in our collection, which contained a very large number of different genotypes.
12
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Indeed, whereas emm14 genotype is among the five most frequent emm type in Israel, it is seldom
encountered in Europe, Northern America, and Japan [9-11, 25, 26]. Moreover, in the Pacific region
emm14 genotype represents only the 25™ most common genotype amounting to 2% of the strains
[8]. This translation stop codon mutation may be restricted to emm14 strains. Furthermore, a
systematic sequencing of the silCR gene in emm14 strains is necessary to determine whether the

described mutation is an exception or the rule among the emm14 strains [13, 18].

No correlation could be drawn between the presence of a potentially active sil locus and clinical
manifestations or invasive status of the stains. However, interestingly, very few asymptomatic
carriage strains possessed a functional sil locus and when the prevalence of the emm types was

taken into account, we found no asymptomatic sil™ strain.

The Sil quorum sensing regulatory system does not need all its components to be synthesized in all
strains. Strains that harbor mutations in silCR or / and silD can respond via SilAB to SilCR [13, 18].
Furthermore, strains that are devoid of the sil locus have been shown to respond to the SilCR 17
amino-acid peptide [17]. Yet for strains to make use of this system, it is necessary that some possess
and express a fully functional Sil machinery. Whether this is the case only during infections or also

during asymptomatic carriage awaits further studies.
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Table 1. Primers

Name

Sequence (5 to 3°)

Reference

SD-sil-f1
SD-sil-r1
SD-sil-f2
SD-sil-r2
SilC1-F
silC5-R
SilC3-F
silC4-R

GGAGTTGGTTTATCAAATGTCAG
ATCTGCCACAAAGACTGATCAAG
TTATTGGATCGGAACTTACGC
TGCTTCCCAACAACTTACCAC
GGCTAAACCTGCTAAAGACTCTTG
TCTCTTCCAGACACTAGTCATAGG
AGCTGAATATTGGCTTGCTC
CGCGGACCAATCAAGTCATTGT

[14]
[14]
[14]
[14]
This study
This study
This study
This study
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349  Table 2. Clinical characteristics of the 637 GAS strains and prevalence of the sil locus
350

Isolate type Clinical manifestations No. of strains No. of sil locus Potential functional
' positive strains (%) sil locus (%)°
Invasive

Necrotizing fasciitis 91 32 (35%) 20 (22%)
cher_s skin and soft tissue 50 22 (44%) 12 (24%)
infections

Bacteremia without focus 132 50 (38%) 25 (19%)
Gynecological infections 66 20 (30%) 13 (20%)
Joint and bone infections 36 11 (31%) 6 (17%)
Pleurcpulmonary 35 9 (26%) 4 (11%)
Meningitis 12 4 (33%) 3 (25%)
Peritonitis 8 2 (25%) 1 (13%)
Others® 5 1 (20%) 1 (20%)

Total 435 151 (35%) 85 (20%)
Represe”}agt';’ﬁ 324 57 (18%) 28 (8%)
Non invasive

_Superflmal cutaneous 66 20 (30%) 12 (18%)
infections

Pharyngitis 20 2 (10%) 2 (10%)
Scarlet fever 16 9 (56%) 1 (6%)

Abscesses 11 4 (36%) 4 (36%)
Vaginitis 9 3 (33%) 1 (11%)
Endophtalmia 7 2 (29%) 2 (29%)
Otitis 4 3 (75%) 3 (75%)
Others* 5 0 (0%)

Total 138 43 (31%) 25 (18%)
Represe“}a;t';’lea 76 12 (16%) 11 (14%)
Asymptomatic
colonization

Pharynx 46 10 (22%) 0 (0%)
Noze 7 1 (14%) 0 (0%)
Skin 6 1 (17%) 1 (17%)
Others® 5 0 (0%) 0 (0%)

Total 64 12 (19%) 1 (2%)

Representative 12 1 (8%) 0

Total®

351  “taking into account strains from the most prevalent emm types in France; %ages are to the number of strains
352  with the given clinical manifestation or invasiveness status. "2 endocarditis, 2 post-mortem samples and one

353  myocarditis; ¢3 ethmoiditis and 2 urinary infections; “3 newborn colonizations and 2 vaginal colonization; ©

354  absence of deletion, frameshift, or mutation leading to a stop codon in silCR, silC and silD sequences; %age

355 s relative to the number of strains.
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356  Table 3. Prevalence of sil locus and of a predicted functional sil locus among the 87 different emm types
357  according to the invasiveness of the 637 GAS strains

emmtype No. of Invasive strains Non-invasive strains Asymptomatic colonization
strains strains

sil® sil™  Potential  sil”  sil®  Potential  sil”  sil®  Potential
functional functional functional
sil locus® sil locus sil locus

(o2}
o

emml

emm2

emm3

emm4

emm5

emmo6

emms3

emm9

emmll
emmi2
emm18
emm?22
emmz24
emm?25
emm27
emm?28
emm?29
emm30
emma32
emm33
emm4l
emm42
emm43
emm44
emm48
emm49
emm50
emm53
emmb55
emm58
emmb59
emme60
emm63
emmo64
emmeé5
emm66
emm68
emme69
emm71
emm73
emm74
emm75
emm76
emm77
emm78
emm81
emm82
emm83
emm85
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emmtype No. of Invasive strains Non-invasive strains Asymptomatic colonization

strains strains
sil® sil™  Potential  sil”  silt  Potential  sil”  sil®  Potential

functional functional functional
sil locus® sil locus sil locus

emm87 20 1 14 14 0 4 4 0 1 1

emma88 1 1 0 0 0 0 0

emm89 45 23 0 11 0 11 0

emm90 7 0 7 7 0 0 0 0

emm92 2 1 0 1 0 0 0

emm93 2 0 2 2 0 0 0 0

emm94 3 0 3 3 0 0 0 0

emm100 1 0 0 0 1 1 0 0

emm101 3 0 3 3 0 0 0 0

emm102 7 1 4 3 0 2 1 0 0

emm103 1 1 0 0 0 0 0

emm104 1 1 0 0 0 0 0

emm106 3 2 0 1 0 0 0

emm108 1 0 1 1 0 0 0 0

emm110 3 1 1 1 1 0 0 0

emm112 2 1 1 1 0 0 0 0

emm113 2 1 1 0 0 0 0 0

emm116 3 2 0 1 0 0 0

emml117 2 0 2 2 0 0 0 0

emm118 4 2 2 2 0 0 0 0

emm122 1 0 1 1 0 0 0 0

emmi24 2 2 0 0 0 0 0

emm142 1 1 0 0 0 0 0

emm147 1 0 1 1 0 0 0 0

emm158 1 0 1 1 0 0 0 0

emm168 1 1 0 0 0 0 0

emml72 1 1 0 0 0 0 0

emml74 1 0 1 1 0 0 0 0

emml176 3 0 0 3 0 0 0

emm179 1 0 1 0 0 0 0 0

emm180 2 2 0 0 0 0 0

emm182 2 2 0 0 0 0 0

emm183 1 0 1 1 0 0 0 0

emm187 1 1 0 0 0 0 0

emm192 1 0 0 1 0 0 0

emm217 2 1 1 1 0 0 0 0

emm?230 1 0 1 1 0 0 0 0

stG1750 1 1 0 0 0 0 0

Total (%) 637 284 151 85 (30%) 88 43 25 (28%) 52 12 1 (< 1%)

Represent 430 267 57 28 (8%) 64 12 11 (14%) 11 1 0

ative

Total (%)

358  “taking into account strains from the most prevalent emm types in France.  sil locus absent;  sil locus
359  present; ¢ absence of deletion, frameshift, or mutation leading to a stop codon in silCR, silC and silD
360  sequences. %ages are to the number of strains, sil” and sil’, with the given invasiveness status.

361
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363

364

365

366

367

368

369

370

Figure legend
Fig. 1. Mutation occurrences in silCR and silC. Both genes are symbolized by lines. Below the
sequence of the JS95 genes are indicated all the mutations found during this study as well as their

occurrences, on the left.

Fig. 2. Mutation occurrences in SilD. SilD sequence is symbolized by a line. Fragments of the JS95
SilD sequence are shown, separated by double oblique lines. The mutations leading to premature
translation arrest or to deletions are indicated below the sequence as well as their occurrences on the

left.
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ABSTRACT

Streptococcus pyogenes (group A Streptococcus, GAS) causes a wide variety of diseases
ranging from mild non-invasive to severe invasive infections. Mutations in CovRS, a two-
component system that controls the expression of 15% of the genome, have been implicated
in the switch from colonization to invasive phenotypes. To identify other possible causes of
this switch, we determined the genomic sequence of twelve strains from six pairs composed
each of an invasive and a carriage strain. Two pairs displayed mutations in covS, encoding the
sensor histidine kinase. In the first pair, the mutation, harbored by the invasive strain, lead to a
truncated non-functional CovS protein, whereas in the second pair the carriage strain
possessed a point mutation in covS, leading to the replacement of tyrosine in position 39 by a
histidine. Transcription profiling and protein accumulation analyses indicated that the
CovSY39H protein affected the expression of the CovR regulon in a unique fashion. The
differences between wild-type (WT2) and mutant (CovS2) strain gene expression was
opposite to that classically described. Furthermore, the CovS2 strain barely responded to the
addition of the CovS-signaling compounds, Mg®* and LL-37, suggesting that CovSY39H
remains under an active conformation. The WT?2 strain survives better than the CovS2 strain
in murine macrophages. Finally, in a murine model of invasive infection the CovS strain is
less virulent than the wild-type strain. Altogether these data suggest that the covSY39H

mutation gives rise to a strain exhibiting a colonization phenotype.
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Streptococcus pyogenes (group A streptococcus, GAS) is an important human pathogen
responsible for a large variety of clinical manifestations ranging from mild superficial
infections to more life-threatening invasive infections including necrotizing fasciitis (NF) or
streptococcal toxic shock syndrome (STSS) [1]. The molecular mechanisms that enable GAS
to cause such a large range of diseases are unknown although both bacterial and host-specific
components are considered to be involved [2]. No specific GAS attribute has been associated
with a type of infection although a link between genetic background and tissue tropism has
been demonstrated [3, 4]. In fact, it is rather how GAS can regulate the expression of a variety
of gene products involved in GAS survival in the human host, by adapting to constraints
encountered during the infection process, that may change depending on the anatomic
compartment, on environmental factors and in response to host defense mechanisms, that will
influence the type of infection [5].

The CovRS system (control of virulence, initially termed CsrRS [6]) is the best-studied
system among the 13 two-component signal transduction systems (TCS) identified in the
GAS genome. The CovRS system is responsible for regulating directly or indirectly
approximately 15% of the GAS genome, mainly as a repressor [7-10]. Comparison with TCSs
in other species, genetic evidences and in vitro studies have indicated that CovsS is a sensor
histidine kinase whose phosphorylation state is influenced by environmental signals including
extracellular Mg®*, LL-37, elevated temperature, acidic pH and high osmolarity [11-15] while
CovR is a transcriptional regulator whose activity on promotors is controlled by its
phosphorylation state [16-19]. Interestingly, Mg®* and LL-37 have opposite effects on the
expression of the CovRS-controlled genes, the addition of LL-37 mimicking covS mutations
[11-15]. Although, phosphorylation of CovR by CovS has not yet been proven, the ratio of
phosphorylated CovR/unphosphorylated CovR is reduced in covS mutant strains [8]; CovR

can also be phosphorylated by exogenous acetyl-phosphate [16-20]. Furthermore, in addition
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to its kinase activity, CovS can dephosphorylate CovR [11]. Among the genes controlled by
CoVvRS, various groups have been identified. A group of CovRS-repressed genes includes,
among others, speA, that encodes a superantigen, and the has operon, encoding the
biosynthetic enzymes of the antiphagocytic poly-saccharidic capsule, that is involved in in
vitro binding to the receptor CD44, preventing GAS invasion in pharyngeal epithelial cells,
and with increased virulence in a mice model [6]. In both covS and covR mutant strains, these
genes are over-expressed [8]. Another group of genes, sometimes described as activated by
CoVRS, includes speB, encoding the extracellular cysteine protease SpeB, a major virulence
factor of S. pyogenes, involved in several stages of GAS infections including dissemination,
modulation of immune response and inflammation [21-27], and grab an a2-macroglobulin
binding protein [10, 28-31]. The exact molecular mechanism by which the CovRS TCS
controls these genes has not yet been determined; they are under-expressed in covS mutant
strains and in the covRR119H mutant strain, but over-expressed in a covR deleted strain [10,
28-31]. Finally, in vivo selection of covRS mutants leads to strains with enhanced virulence
both in humans and in animal models highlighting the major impact of the CovRS system on
GAS virulence [10, 32-34]. This selection is due, at least in part to the over-expression of
sdAlencoding the DNase SdA1 [29].

Increased frequency of invasive GAS infections has been reported since the last 1980s
resulting in a reinforcement of epidemiological surveillance [35]. Sequencing of the variable
extremity of the emm gene, encoding the surface protein M, one of GAS main virulence
factors, is at the basis of epidemiological surveys of GAS infections and more than 225
different emm genotypes have been described [36-38]. In France, the epidemiology of GAS
invasive infections is performed by the French national reference center for streptococci
(CNR-Strep, www.cnr-strep.fr) that collects and analyses invasive GAS strains sent on

voluntary basis by laboratories located throughout the 22 French administrative regions. The
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GAS colonization strains isolated as part of the investigations conducted around clusters are
also sent to and appraised by the CNR-Strep.

In order to identify factors responsible for the non-invasive to invasive switch, we
sought genetic differences between invasive and colonization GAS strains. Twelve strains
from six pairs of GAS strains, each constituted by an invasive and an asymptomatic
colonization GAS strain, have been sequenced. Here, we report the characterization of strains
from two clusters in which one strain harbored a mutation in covS. Phenotypes of strains from
both clusters and transcription profiles, cell interaction and in vivo virulence for strains from
one cluster have been assessed and differences between wild-type (wt) and related covS

mutant strains were observed.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and culture conditions. All clinical GAS strains listed in Table 1
were sent on a voluntary basis to the CNR-Strep by laboratories located throughout the 22
French administrative regions. Clinical characteristics were obtained from questionnaires sent
with the isolates. Data collected included sex and date of birth of the patient, date and origin
of the sample, geographical area and clinical manifestations. Strains were stored in 2%
glycerol Todd Hewitt broth (TH) at -80°C. GAS strains were cultured in static TH broth
supplemented with 0.2% yeast extract (THY) at 37°C without agitation. When necessary, 15
mM, except when otherwise specified, MgCl,, CaCl, or 100 nM LL-37 (Sigma) solutions and
human plasma were added to THY.

GAS strains sequencing. Complete genome sequencing was carried out using the
Illumina technology, with read length of 100 nt and a more than 200 fold-coverage. Libraries
were constructed by using the lllumina TrueSeq kit following the manufacturer's instructions.
Illumina short reads were assembled by using the Velvet software [39]. The contigs of strain
CovS2 and of strain WT1 were ordered by aligning them to the complete genome sequence of
GAS strain 315 (NC_004070.1) using the Mauve software [40]. These two assemblies were
used as reference sequences. The reads of strain CovS2 and WT2 and of strains WT1 and
CovS1 were aligned to the corresponding reference sequence by using the Burrows-Wheeler
Aligner (BWA) [41]. SNP calling was made using SAMtools MPILEUP and varFilter [42].
All putative SNP were visually verified by using Tablet [43]. Alignment of the reference
genome reads allowed the identification of errors in the Velvet assembly. The contigs of
strain WT2 and CovS1 were compared to the respective reference sequence by using Mauve
[40] in order to identify larger deletions and insertions.

Growth kinetics. Single colonies from Columbia agar plates containing 5% of horse

blood (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) were inoculated into THY and incubated over-
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night at 37°C without agitation. Overnight cultures were diluted 1:100 in fresh THY and 200
ML were distributed in quadruplet in 96-well plates. The 96-well plates were incubated at
37°C in a Thermo Scientific Multiskan™ GO microplate spectrophotometer. Optical density
at 600 nm (ODggo) Was measured every 10 minutes. The same protocol was used for cultures
carried out with THY supplemented in MgCl,, CaCl,, LL-37 or human plasma, the preculture
medium being also supplemented.

SpeB accumulation assay. Overnight cultures in static THY, supplemented or not with
MgCl; or LL-37 medium, were diluted 1:30 in the appropriate growth medium and incubated
at 37°C and ODg followed. Supernatant proteins were precipitated in presence of 0.6 N TCA
(2,2,2-trichloroacetic acid) for one hour at 0°C. After centrifugation, pellets were resuspended
with 50 mM Tris pH 8.0 and total proteins were quantified using the BCA assay kit (Thermo-
Fisher). Defined amounts of total proteins were loaded on a nitrocellulose membrane.
Detection of SpeB was performed using an over-night 4°C incubation with a specific anti-
SpeB rabbit antibody (Abcam). Horseradish peroxidase (HRP)-coupled goat anti-rabbit
secondary antibody (Zymed) was added and detection was performed with enhanced
chimiluminescence (ECL Reagent, GE healthcare). Immunoblot assays were analyzed using
the ImageJ software.

Capsular hyaluronic acid assay. Cultures were carried out as described for the SpeB
assay. Ten mL culture pellets were washed twice with water and resuspended in 0.5 mL
water. Capsule was released by shaking with 1 mL of chloroform and assayed as described by
Schrager et al. [44]. Briefly, after centrifugation, the hyaluronic acid (HA) content in the
aqueous phase was determined by measuring absorbance at 640 nm after a one hour
incubation in the dark with 2 mL of a solution containing 20 mg of l-ethyl-2-[3-(1-
ethylnaphtho-[1,2-d]thiazolin-2-ylidene)-2-methylpropenyl]naptho-[1,2-d]thiazolium bromide

(Stains-all; Sigma-Aldrich) and 60 pL of glacial acetic acid in 100 mL of 50% formamide.
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Absorbance values were compared with a standard curve generated using known
concentrations of hyaluronic acid from Streptococcus equi (Sigma-Aldrich). The amount of
capsular HA produced was expressed as femtograms (fg) per colony-forming unit (CFU).

RNA isolation and Illumina RNA-seq sequencing. S. pyogenes WT2 and CovS2 strains
were cultured at 37°C in THY broth supplemented or not with LL-37 or MgCl,, and cells
were harvested at late exponential growth phase (ODggo 0.7-0.8) as described in [15] . Total
RNA was extracted as described [45] from three independent cultures for each condition.
Residual DNA was removed using DNase (Turbo DNA-free kit Ambion). RNA integrity was
analyzed using an Agilent Bioanalyzer (Agilent Biotechnologies). 23S and 16s rRNA were
depleted from the samples using the MICROBEXxpress Bacterial mRNA enrichment kit
(InVitrogen) and depletion was controlled on Agilent Bioanalyzer (Agilent Biotechnologies).
For each library, the equivalent of 1 pg total RNA was treated with 5 U Tobacco Acid
Phosphatase (Epicentre) during one hour to convert 5' end tri-phosphates to mono-phosphates.
After extraction with 25:24:1 phenol:chloroform:isoamyl alcohol and ethanol precipitation,
RNA was fragmented using a fragmentation reagent (Ambion) 5 min at 70°C. Strand specific
RNA-seq libraries were prepared using Illumina Directional mRNA-Seq protocol (RNA
ligation protocol). Sequencing indexes were introduced during the PCR step and final PCR
products were purified twice with 1.3 volumes of AMPure beads to generate libraries ranging
in size from 100 to 200 bp (insert size 30-130 bp). Multiplexed libraries (6 samples per lane)
were sequenced on the Hi-Seq 2000 platform (lllumina) generating 6,300,000 to 40,000,000
50-bp-long reads per sample.

RNA-Seq data analysis. We generated a reference sequence by combining the genome
assembly of strain A20 and SNPs determined for strain WT2, see Results section, and this
reference sequence was further used to map sequencing reads using bowtie-0.12.7 [46] after

trimming of adapter sequences using cutadapt-1.2.1 (http://code.google.com/p/cutadapt/). Up
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to two mismatches (with a seed sequence of 21) were allowed. Reads having more than one
best-scoring position, including reads mapped to rRNAs, were discarded. The number of
overlapping mapped reads was counted for every ORF in each sample using GenomicFeatures
and GenomicRanges R packages. One replicate from strain CovS2 for each condition, THY,
MgCl, and LL-37, were eliminated from further analysis because of a too low number of
mapped reads or very divergent behavior during prior data analyses. Only genes with at least
one count per million (cpm) in at least three samples were taken into account in further
analyses. Normalization and differential expression analysis were performed using the
Cox_Reid profile-adjusted likehood method for dispersion estimation implemented in EdgeR
version 3.2.4 [47] using R version 3.0.1. The DeSEQ package analysis was also used for these
analysis [48]. p values were calculated and adjusted for multiple testing using the false
discovery rate controlling procedure [49].

First-strand cDNA synthesis and quantitative PCR (qPCR). Five pg of total RNA
was used for first-strand cDNA synthesis using SuperScript™ II reverse transcriptase and
random primers according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen, Life technologies).
Quantitative PCR was carried out with SYBR Green PCR kits (Applied Biosystems, Life
technologies) using six pairs of primers (Table 2). Relative quantification of specific gene
expression was calculated with the 27" method using gyrA as the housekeeping reference
gene and expressed in Log,-fold change. Each assay was performed in triplicate on each of
the 15 samples.

Adhesion assays. Human epithelial cell lines, pulmonary A549, keratinocytes HaCaT,
epidermoid HEp-2 and endometrial Hec-1A, were used to evaluate bacterial adhesion. Cell
lines were propagated as monolayers in DMEM medium (high glucose) supplemented with 2
mM L-glutamine and 10% fetal calf serum at 37°C under a 5% CO, enriched atmosphere. For

adherence assays, cells were plated at 3 x 10° cells/well in a tissue culture-treated 24-well
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plate and incubated at 37°C for 48 hours. Then 5 x 10° CFU of exponential phase GAS
(multiplicity of infection, MOI = 1) in fresh DMEM medium (high glucose) supplemented
with 2 mM L-glutamine were added to each well. The plate was centrifuged at 6600 RPM for
10 minutes and incubated at 37°C under a 5% CO, enriched atmosphere for one hour. Cells
were washed three times with PBS to remove unattached bacteria, and lysed with cold sterile
H,O. Dilutions were plated on TH agar plates and incubated overnight at 37°C for
enumeration of CFUs. Values are expressed as the percentage of adhesive bacteria relative to
the total bacteria count observed after an hour of incubation.

Macrophage phagocytosis and survival assays. Murine macrophage cell-line
RAW264.7 was used to perform phagocytosis and survival assays. Twenty-four well plates
were seeded with 5 x 10° RAW264.7 per well, in DMEM medium (high glucose)
supplemented with 10% fetal calf serum at 37°C under a 5% CO, enriched atmosphere. After
24 hours, mid-logarithmic phase bacterial cultures, resuspended in DMEM medium (high
glucose) supplemented with 2 mM L-glutamine, were added at a multiplicity of infection
(MOI) of 10. The plates were centrifuged at 6600 RPM for 10 min.

For phagocytosis assay the plates were incubated for one hour on ice. The non-adherent
extracellular bacteria were eliminated by three PBS washes. One mL of DMEM medium
(high glucose) supplemented with 2 mM L-glutamine was added in each well and the plates
were further incubated for 45 min [50]. Adhesive extracellular bacteria were subsequently
killed by incubation with fresh medium containing 30 U/mL penicillin and 30 mg/mL
streptomycin for 30 min at 37°C and 5% CO,. Intracellular GAS were then recovered and
enumerated by quantitative culture. Phagocytosis was expressed as the percentage of
intracellular bacteria relative to the adhesive bacteria.

For the survival assays, the infected cells were, after the initial centrifugation step,

incubated for 45 minutes at 37°C, then washed three times with PBS and treated with
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penicillin-streptomycin for 30 min [50]. At time 0 (TO corresponding to 30 min after addition
of antibiotics) and at specific time points thereafter, intracellular GAS were recovered and
serial dilutions were plated. Results were expressed as the percentage of intracellular GAS
relative to TO. For all experiments, 3 independent assays in triplicate were carried out.

Animal experiments. The procedures were in agreement with the guidelines of the
European Commission for the handling of laboratory animals, directive 86/609/EEC

(http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.htm) and were approved by

the Université Paris Descartes ethic committee. Female CD1 mice (6 weeks old, Charles
River laboratories, France) were injected intravenously in the tail with 5 x 10" cfus from
exponentially growing bacteria. Animal survival was followed for ten days. The Gehan-

Breslow-Wilcoxon test was used to analyze the data.
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RESULTS

An invasive and a pharyngeal strain, of independent clusters, harbor a mutation in covS.
Twelve strains belonging to six clusters were sequenced and their draft genomes compared
within the clusters. In two clusters the covS genes differed from one another (Table 1).

In the first cluster, that included two emm11 strains, a single mutation in the covS gene
lead to a frameshift and a stop codon at the 26" position. The strain harboring the wild-type
covS, named WT1, was the colonization strain and that with a mutated covS gene, the
predicted truncated synthesized peptide corresponding solely to first the membrane-spanning
domain, was the invasive strain, named CovS1 (Fig. 1A).

For the second cluster, composed of two emml strains, the contig sequences were
compared to published complete genome sequences of emm1 strains and found to be very
similar to the genome sequence of strain A20 isolated from a patient with necrotizing fasciitis
[51]. The cluster 2 strains differed from the A20 strain by less than 60 SNPs (as determined
by nucmer analysis [52]). A single nucleotide difference was observed between the covS
genes of the two cluster strains. It led, in one strain, termed CovS2, to the substitution of a
conserved tyrosine residue at position 39 by a histidine residue (Y39H); this residue is located
at the end of the first membrane-spanning domain and is highly conserved within CovS
sequences (Fig 1B). The covS genes from the other cluster 2 strain (WT2) and A20 are
identical. In contrast, to what has been described and was found in the cluster 1 strains, the
mutant CovS2 strain is the carriage strain, while the invasive strain harbors the wild-type covS
allele (Table 1). To our knowledge this is the first description of this covS mutation [53], [54]

and the first report of the carriage strain harboring a covS mutation.

The truncation of CovS, but not the tyrosine-39 to histidine mutation, leads to

impaired growth. Mutations in covS have been described to yield growth defects. The
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growth kinetics of the strains were consequently assayed and compared (Fig 2). The CovS1
strain growth was impaired in THY compared to that of the WT1 strain (Fig. 2A). Adding
human plasma at final concentration of 20% or 40% to THY yielded growth curves for CovS1
similar to those of the WT1 strain, indicating that human plasma at these concentrations
restored growth of the covS mutant strain (Fig. 2B). Since CovS has been described as the
main sensor of extracellular Mg®* [12, 13, 15], we evaluated the effect of extracellular Mg?®*
on the growth of the CovS1 strain. Adding MgCl; at a final concentration of 15 mM restored
the growth of the CovS1 strain (Fig 2C). Effect on growth of another divalent cation, namely
CaCl,, was also tested. Adding CaCl, at final concentration of 1 mM or 6 mM partially
restored the growth of the CovSl1 strain, the highest concentration yielding the larger effect
(Fig. 2D). These results suggest that in an emm11 strain, a covS mutant strain displays an
impaired growth in vitro, as already described for emml1 and emm81 strains [33, 55]. In
contrast to the growth defect observed in covsS strains in this and other studies, the growth of
the CovS2 strain was identical to that of WT2 (Fig. 2A). This result indicates that the

mutation Y39H did not alter the growth of the CovS2 strain in vitro.

The CovSY39H mutation yields atypical SpeB accumulation. speB and has
expression being differently controlled by CovRS, we decided to assess the accumulation of
both SpeB and the polysaccharidic capsule in the wild-type and mutant strains of both clusters
[6, 10, 28-31]. SpeB accumulation was assayed on supernatant proteins from exponential
cultures (ODggo 0.3-0.4) by immunoblot using specific anti-SpeB antibodies (Fig. 3A, B). The
accumulation of SpeB was higher in the WT1 strain than in the CovS1 strain (Fig. 3A). The
difference was quantified using ImageJ software on three independent experiments (Fig. 3B).
The ratio between SpeB accumulation in CovS1 and WT1 is 55%. This result indicates that

the loss of CovS impaired the expression of speB in the emm11 background, as was already
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described in other genetic backgrounds [10, 28-30]. In contrast to these results, there was a
seemingly higher accumulation of SpeB in the CovS2 than in the WT2 strain (Fig 3A).
Quantification of the dot-blots from three independent experiments indicated a non-significant
difference (Fig 3B). This result suggests that the CovSY39H mutation identified in the CovS2
strain did not impair but, in contrary, weakly enhanced the SpeB accumulation. No covS
mutation with this phenotypic consequence has thus far been described.

Cell-associated capsular hyaluronic acid, the end product of the has operon, was
assayed on the same cultures as SpeB. The results suggested differences in the levels of
capsular accumulation with higher capsule yields reached by the CovS1 and CovS2 strains
than by their wild-type counterparts; however the differences were not significant.
Interestingly, whereas the two covS mutations did not yield the same variation of SpeB
accumulation, they influenced similarly that of the hyaluronic acid, as if the behavior
difference was solely observable on products of genes whose expression is de-repressed in
both covR and covS mutant strains.

Altogether, these results suggest that CovS1 has a typical invasive phenotype, as

described with other covS mutant strains, whereas CovS2 is atypical.

The CovSY39H mutation yields a unique transcriptomic profile. The phenotype of
CovS2 strain was unusual for a covS mutant strain; to characterize the consequences of the
CovSY39H mutation further, we compared the transcriptomic profile, determined by the
RNAseq technique, of WT2 and CovS2 strains harvested at late exponential phase (ODgg =
0.7) grown in THY.

Statistical analyses of RNAseq data showed that 47 genes were differentially expressed,
with a statistically significant difference (Table 3, Table S1) and a minimum fold change of 2.

In particular, the expression of the genes encoding streptolysin 0 (slo), streptokinase (ska),
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C5A-peptidase (scpA), secreted inhibitor of complement (sicC3-like ADP-ribosyltransferase
(spyA)), collagen-like protein A (sclA), fibronectin-binding protein (fbaA), all known
virulence factors [56, 57], was higher in the WT2 than in the CovS strain (Fig. 4A). In
contrast, expression of the genes encoding exotoxin B (speB), immunoglobulin G-binding
protein G (grab) and genes from the pilus locus, or FCT, was higher in the CovS2 than in the
WT?2 strain. The has genes were expressed at very low levels and their expression was not
significantly different between both strains. In addition to variations in the expression of
genes involved in virulence, the two strains also differed in the expression of metabolic genes,
such as genes involved in pyrimidine (including the pyrR regulatory gene) and sugar
metabolisms. To confirm the RNAseq results, we performed, on the same RNA samples, a
quantitative RT-PCR analysis on several virulence genes whose expression is regulated by
CovRS (Fig. 4B). The speB and, to a lesser extent, the grab genes were over-expressed in the
CovS2 strain compared to the WT2 strain, while ska was slightly under-expressed and the
transcription of hasA was not affected.

These results confirmed the RNAseq data and indicated that the variations in gene
expression between WT2 and CovS2 are opposite to those classically described between wild-
type and covS strains, where spontaneous covS strains are invasive strains: genes that are
under-expressed, such as speB or grab, or over-expressed such as slo or ska, in the covS
invasive strains, were, respectively, over-expressed and under-expressed in the CovS2 strain
[12-15].

To further explore the phenotype of both strains, we tested the influence of Mg?®* on
their transcriptomic profiles (Fig. 4C, 4D, Table 3, Table S1). The addition of 15 mM Mg** to
the growth medium did not impact the growth of these strains (data not shown). Important
changes in gene expression were observed for the wild-type WT2 strain in response to Mg?",

with at least 224 genes being differentially expressed (Table 3). Regarding virulence genes,
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speB, grab, genes of the pilus locus and one has gene were over-expressed in the presence of
Mg?* In contrast, sci, slo, spyA, spd3, among others, were under-expressed (Fig. 4C). qRT-
PCR confirmed the RNAseq results and showed that addition of Mg results in an over-
expression of speB and grab while the transcription of speA, hasA and ska was not affected
(Fig. 4D, white bars). These results indicate that addition of Mg®* elicited the same effects, as
those already described, on the expression of GAS virulence genes in wild-type strains [12-
15].

In contrast, fewer genes displayed a modified transcription in response to Mg, in the
CovS2 strain than in the WT2 strain (26 vs 224). While speB was over-expressed, although
less than in the WT2 strain, the grab transcription was unmodified. This suggests that similar
but weaker modifications were observed for “Mg2+” activated genes in the CovS2 strain
compared to the WT2 strain (Fig. 4E). To note, very few genes (14), that, like ska, were
under-expressed in presence of Mg* in WT2, displayed a modified expression in CovS2;
among them scpA and fbaA displayed a more than a two-fold diminution. This supports that
smaller variations are observed in CovS2 than in WT2. In conclusion, the covSY39H mutation
gives rise to a strain that only weakly responds to addition of Mg?*.

LL-37 has been shown to derepress CovR-repressed genes expression in some but not
all GAS strains [12-15]; LL-37 and Mg®* elicit opposite effects on the expression of CovRS-
controlled genes [12-15]. Its influence on the gene expression of WT2 and CovS was
consequently analyzed by RNAseq and confirmed by qRT-PCR (Fig. 4D, 4E, Table3, Table
S1). The addition of LL-37 to the growth medium of the WT2 strain produced fewer
transcription changes than that of Mg?*, with only 111 genes being differentially expressed in
THY+LL-37- versus THY-grown bacteria. Unexpectedly, speB and grab were over-expressed
and sdal, ska, and slo were under-expressed, indicating that LL-37 elicited, in the WT2

strain, a response similar to that produced by the addition of Mg?* (Fig. 4E). LL-37 has
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similar albeit weaker effects than Mg®* on the expression of CovRS-controlled genes in WT?2.
The consequences produced by LL-37 on the CovS2 gene expression was nevertheless
assessed, by RNAseq and qRT-PCR, and compared to that of Mg?* on the same strain and of
LL-37 on WT2 gene transcription (Fig. 4D, Table 3, Table S1). LL-37 had barely any effect
on CovS2, with the transcription of only one to two genes being modified. As in WT2, speB
was over-expressed in response to LL-37, although variations were not statistically
significant.

These results indicate that, surprisingly, LL-37 and Mg did not have opposite effects
in the wild-type strain and that the effect was strongly attenuated in the CovS2 strain

compared to the WT2 strain.

Mg?* and LL-37 influence SpeB accumulation in WT2 but not in CovS2 strain. To
determine phenotypic consequences of the transcription variations, we assayed SpeB and
hyaluronic acid accumulation produced by these strains cultured in the different growth media
at two time points, early (ODgo 0.3-0.4) and late (ODgo 0.6-0.7) exponential phases (Fig. 5).
Total proteins were precipitated and an immunoblot analysis was performed with specific
anti-SpeB antibodies. In early exponential phase, SpeB accumulation was, in neither WT2 nor
CovS2, affected by addition of either Mg or LL-37 (Fig. 5A). Furthermore, the absence of
significant difference between both strains, but a trend to more SpeB in the CovS2 strain, was
confirmed (Fig. 1B, 5A). In late exponential phase, the CovS2 strain accumulated at least
three times as much SpeB as WT2 in THY (P<0.001), supporting the transcription results.
Addition of LL-37 yielded a slight increase of SpeB accumulation in the WT2 strain,
phenotype usually described when Mg?* is added, and a small but not significant one in

presence of Mg?*. This confirms the absence of opposite effect elicited by these two
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environmental cues in the WT2 strain. The level of SpeB accumulation by CovS2 was similar
in all conditions confirming that CovS became hypo-responsive to these signals.

Effects of Mg®* or LL-37 on capsular HA production was also studied in WT2 and
CovS2 strains grown to exponential phase. HA level appeared slightly, but not significantly,
higher in the CovS2 strain than in the WT2 strain grown in THY (Fig. 5B). Adding Mg** or
LL-37 to THY did not alter significantly the level of HA production in either strain. Addition
of LL-37 yielded a slight, but not significant, increased HA production in WT2. These results

also support the transcription data, where no significant differences were observed.

WT2 and CovS2 adhere similarly to epithelial cells. Adherence to eukaryotic cells is
critical for GAS colonization, an important step of GAS infections. We thus tested the
capacity of each of the Cluster2 strains to adhere to several relevant epithelial cell lines; Hep-
2 (human larynx carcinoma cells), A549 (human lung adenocarcinoma cells), HaCaT (human
kératinocytes) and Hec-1A (endometrial adenocarcinoma cell). The results are expressed as
percentage of adherence after a one-hour infection period (Table 4). No differences were
observed between the adherence capacities of WT2 and CovS2. However, these were variable
according to the cell-line type. The highest adherence was observed with Hep-2 cells line and
the weakest with Hec-1A. These data suggest that the covSY39H mutation does not affect

GAS adherence capacities.

The CovS2 strain is impaired in its intra-cellular survival capacity. The role of
macrophages in the early steps of GAS infection remains unclear; they can kill GAS or the
bacteria can survive and even multiply in the macrophage [58-60]. They may constitute a
reservoir for GAS dissemination as macrophage intracellular persistence and multiplication

have been described in an emm1 GAS strain [60]. A phagocytosis assay was performed with
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murine RAW macrophages using an MOI of 10 bacteria per macrophage (Fig. 6). After a 45
minute-infection period, WT2 and CovS2 strains were both phagocytosed at similar levels
(Fig 6A). The macrophage survival assay indicated that two hours post-infection the WT2
strain survived significantly better than the CovS2 strain (p=0.0149). No significant
differences were observed at other time points. This suggests that the covSY39H mutation

may alter the survival in macrophages.

The CovS2 strain is less virulent than the WT2 strain. The classical covS mutant
strain being more virulent in models of invasive infections and the CovS2 strain displaying an
atypical phenotype, we assessed whether the virulence of this strain would be modified. Mice
were infected intravenously with two does of each of the strains (2 to 4 x 10® and 4 to 5 x 10)
cfus and survival was followed (Fig. 7). For all doses tested, the CovSS2 strain was less

virulent (p = 0.0049 and p = 0.0005, for the higher and the lower dose, respectively).
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DISCUSSION

To decipher mechanisms involved in the switch from colonization to invasive strains,
we isolated clusters of such strains and sequenced their genomes. Two clusters displayed
mutations in covS. The first one followed an already described situation, albeit for the first
time in an emm11 strain, with the invasive strain harboring the covS mutation. Growth of covS
strains is impaired; interestingly, addition of plasma restored growth of the covS strain
suggesting that the growth defect has no in vivo consequences once the bacteria have reached
the blood, accounting in part for their hyper-virulent phenotype in invasive diseases.
Furthermore, addition of Mg?" also restored growth, indicating that the bacterial metabolism
is influenced by Mg®* via CovRS-independent regulatory pathways. Addition of Ca?*, which
does not modify the expression of the genes from the CovR regulon [13], also partially
restored growth, the involved pathway and that of Mg?*could be linked. Hyper capsulation of
mutant strains is the means by which the CovRS TCS was initially described [6], yet no
significant difference in capsulation was observed between WT1 and CovSl strains. This
could be due to other regulators, such as CvfA or other yet non-described regulator,
displaying a more prominent role in the expression of the has operon in emm11 strains than in
other genetic backgrounds [61]. This result also supports the notion that the capsule is not the
sole virulence factor responsible for the in vivo selection of covRS mutations.

The second cluster was atypical with the colonization strain harboring a covS mutation.
Comparing the gene expression profile of both strains indicated that the covSY39H mutation
had important consequences on the expression of genes belonging to the CovR regulon,
having opposite effect to that displayed by other covS mutations. The CovSY39H protein
could be overacting in its role towards CovR, the wild-type WT2 strain displaying an
intermediate phenotype between CovS2 and classical covS mutant strains. The consequences

on gene expression of adding Mg®*, a CovS specific signal, to the growth medium were
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different: they were not opposite between both strains, but very weak in the CovS2 strain.
This suggests that the CovSY39H protein has a reduced ability to detect this signal; it may be
in a conformation that is barely receptive to the environment. Altogether these results suggest
that the conformation of the mutant protein could be such that either no signal or a lower
concentration of signaling molecules is required to yield the active state. Unfortunately, in our
hands LL-37 and Mg?* did not elicit opposite effects on the wild-type strain gene expression;
in fact it produced, although at a lower level, the same modifications as Mg?*. Consequently,
we could not assay the effect of a signal that alters CovS kinase properties in opposite way to
that of Mg”*. The simplest hypothesis for the discrepancy between the described effect of LL-
37 and our data is the product which is not of the same origin (Sigma versus prepared [15],
[62]). Noticeably, the response of the CovS2 strain was nearly non-existent.

In the course of this work, we observed that the effect on SpeB accumulation mediated
via CovRS is more important during late exponential phase than during early exponential
phase; this was also observed at the transcriptional level as assayed by qRT-PCR (data not
shown). speB expression varies during growth and is maximal at the end of the exponential
phase [63], accounting for the variation in expression being observed at late time points.

The genes encoding the pilus constituents were over-expressed after addition of Mg®* in
the WT?2 strain, whereas, to our knowledge, this locus was not previously described as a target
of the CovRS system. This is consistent with the role of the pilus in epithelial and pharyngeal
cell adhesion and Mg®*-induced modifications of gene expression corresponding to the
colonization stage [64-66].

The immune pressure selects in vivo covR or covS mutations that enable the switch from
colonization to invasive phenotype and, among the immune system components, macrophages
play an important role, either Kkilling or being a reservoir to GAS [58-60]. The CovSY39H

strain does not, in contrast to the WT2 strain, multiply during the first hours after
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phagocytosis suggesting a weaker invasive ability, than the wild-type strain. This was
confirmed by in vivo experiments, in which WT2 was more virulent than CovS2 in an
invasive model of infection. These results account for this mutant strain being a colonization
strain. Many data has been accumulated, either by analyzing in vivo selected strains or by
comparing in vivo properties of constructed covS mutants, supporting that covS mutant strains
have an invasive phenotype. It has also been demonstrated that these mutants were
outcompeted in non-invasive infections, that there is a fitness cost in the naso-pharynx for
these strains [30, 67]. Until now no mutant displaying a colonization phenotype has been
isolated or constructed. The CovS2 strain, that was isolated from a healthy carrier during an
epidemiological survey concerning an invasive case of GAS infection, has all the in vitro
characteristics of a specialized colonization strain. This further supports the requirement for a
wild-type covRS in GAS to permit dissemination, colonization and invasion. Finally, further
analysis of the CovSY39H protein, determination of its structure, of its interaction with CovR

would broaden our knowledge on GAS CovRS TCS and possibly on kinases from other TCS.
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Table 1 Clinical group A Streptococcus strains studied.

Cluster Strain  Sex Age Sample origin Clinical symptoms emm PFGE
genotype®  pattern”
Cluster1 CovS1 F 56 Blood culture  Peritonitis + STSS emmll 11-A3
WT1 M 54 Throat swab Pharyngeal carriage emm11 11-A3
Cluster2 WT2 M 36 Blood culture  NF + STSS emml 1-A
CovS2 M 7 Throat swab Pharyngeal carriage ~ emml 1-A

? emm genotype was obtained as previously described [68]. °, pulse field gel electrophoresis (PFGE)

patterns were determined as previously described [69].
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Table 2. Primer sequences.

Oligonucleotides

Sequence (5°23°)

Target gene

gyrAl
gyrA2
speAl
speA2
speBl
speB2
grab3
grab4
hasl
has2
skal
ska2

GCCATGAGTGTCATTGTGGC
GGCGATAACTCCACCACTGA
CGCAAGAGGTATTTGCTCAA
GCCATCTCTTGGTTCTTAAG
CCGCTGGTAGAGTATCCTA
GCTAACCCAGTATTTGCCG
GGCCGTAATATTACTTTCGGAG
GCTACAGTTTATAATAGCTTGAAAGAC
GGAACATCAACTGTAGGAATTTAT
GCATCTGTGTTTGAACTCC
GCACTGCTGTTTGCATTAAC
GCAAATGGTTTTGATTTTGGACT

gyrA
gyrA
SpeA
SpeA
speB
speB
grab
grab
hasA
hasA
ska

ska
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Table 3. Analysis of differentially regulated genes

WT2 vs CovS2 WT2 WT2 CovS2 CovS2
THY Mg?* vs THY LL-37 vs THY Mg?* vs THY LL-37 vs THY
edgeR 54 315 172 28 2
deSEQ 47 411 168 19 1

The analysis was conducted using two packages.
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Table 4. WT2 and CovS2 adhere similarly to various epithelial cell lines.

Percentage of adhesion to cell lines*

Hep-2 A549 HaCaT Hec-1A
WT2 456 +6.1 22.3+29 35.2+54 4.6 +0.7
CovS2 35.3+5.3 23+ 2.6 31.6+6 56+0.9

*Cells were infected at an MOI of 1 bacteria per cell for 1 h at 37°C and the adherence
frequencies were calculated as the number of bacteria remaining attached to the cells after the
incubation period with respect to the total number of bacteria numbered at the end of the
infection period. Results are represented as mean values (+SEM) of at least three experiments.
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WT1
CovSil
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CovS2
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MENQKQKQKKYKNSLPKRLSNIFFVLFFCIFSAFTLIAYSSTNYFLLKKE
MENQKQKQKKYKNSLPKRLSNIFFV*

1 10 20 30 40 50
MENQKQKQKKYKNSLPKRLSNIFFVLFFCIFSAFTLIAYSSTNYFLLKKE
MENQKQKQKKYKNSLPKRLSNIFFVLFFCIFSAFTLIAHSSTNYFLLKKE

FIG. 1. Alignment of the first 50 amino acid residues of the predicted CovS proteins of clusters 1 (A) and 2
(B) strains. The numbers indicate the amino acid residue position, the Tyrosine and Histidine in position 39

are in bold.
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FIG. 2. The growth of CovS1, but not that of CovS2, is affected in THY and restored by supplementation
with human plasma or MgCl,. Cluster 1 strains (A,B,C,D) and cluster 2 strains (A) were grown in (A) THY
or in THY supplemented with (B) human plasma, (C) MgCl, and (D) CaCl, Continuous lines, wild-type
strains; dotted lines, mutant strains; green lines, cluster 1 strains grown in THY. (A) black lines, cluster 2
strains in THY. (B,C,D) Cluster 1 strains grown in THY supplemented with, (B) blue lines, 40% human
plasma; red lines, 20% human plasma. (C) blue lines, 15 mM MgCl.. (D) blue lines, 6 mM CaCl,; red lines,
1 mM CaCl,. The experiments were carried out three times and the results of single representative

experiments are presented.
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FIG 3. The covSY39H mutation does not affect SpeB or HA accumulation. (A) Dot blots were
used to assay accumulation of SpeB. The total proteins were precipitated from the supernatant of
exponential THY grown bacteria (OD 0.3 - 0.4). Results of single representative experiments are
presented. (B,C) Dot Blots were analyzed by ImageJ software. SpeB accumulation is presented as
the percentage of that with the WT strain in (B) cluster 1, (C) cluster 2. The data represent the
mean and standard error of the mean from three independently performed experiments. Asterisks
indicate significance levels compared to WT strain as calculated by the two-tailed paired Student’s
test (***P < 0.0001). (D,E) Cell-associated hyaluronic acid (HA) levels from mid-exponential
THY grown bacteria are expressed as femtogram (fg) of HA per CFU. The data represent the
mean and standard error of the mean from at least three independently performed experiments. NS,
not significant.
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FIG. 4. The CovS2 strain display an atypical transcriptomic profile and responds poorly to environmental cues. (A)
Log,o-fold transcript differences between WT2 and CovS2 for selected virulence genes determined by RNAseq
analysis. Genes in grey, above the O bar are those that are over-expressed in the WT2 strain, those below are over-
expressed in the CovS2 strain and those in black are those whose transcription shows no variation. (B) Log,-fold
transcript differences between WT2 and CovS2 of selected genes were determined by quantitative RT-PCR; genes
above or under the 0 bar are those that are over-expressed or under-expressed in the CovS2 strain compared to the
WT2 strain, respectively. Mean and standard error of the mean are shown. The experiment was performed in triplicate.
(C) Log;o-fold transcript differences between growth after addition or not Mg? to WT2 cultures determined by
RNAseq analysis. Genes in grey, above the 0 bar are those that are over-expressed in presence of 15 mM Mg*", those
below are over-expressed in absence of 15 mM Mg?" and those in black are those whose transcription shows no
variation. (D) Log,-fold transcript differences between growth after addition or not of Mg®* or LL-37 to WT2 (white
bars) or CovS2 (hatched bars) cultures of selected genes, as determined by quantitative RT-PCR; genes above or
under the O bar are those that are over-expressed or under-expressed in presence of 15 mM Mg2+ or LL-37,
respectively. Mean and standard error of the mean are shown. The experiment was performed in triplicate. (E) Log,-
fold transcript differences between growth after addition or not Mg?* (white bars) or LL-37 (hatched bars) to WT2
cultures of selected genes, as determined by RNAseq analysis.
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FIG. 5. The CovS2 strain accumulates more SpeB and responds less to environmental cues than the
WT?2 strain. Total proteins were precipitated from the supernatant of THY cultures supplemented, or not
with 15 mM MgCl; or 100 nM LL-37. Dot Blots were analyzed by ImageJ software. (A) SpeB accumulation
after early exponential culture (OD 0.3-0.4) and late exponential culture (OD 0.6-0.7) is presented as the
percentage of that for THY grown bacteria. White or grey bars, WT2 or CovS2 strains; diagonally hatched
bars, growth in presence of 15 mM MgCl,, horizontally hatched bars in presence of 100 nM LL-37.
Asterisks indicate significance level calculated by the two-tailed paired Student’s test (*P < 0.05, ***P <
0.001). The data represent the mean and standard error of the mean from three independently performed
experiments. (B) Cell-associated HA levels from exponential THY grown cultures supplemented or not with
MqCl; (diagonally hatched bars) or LL-37 (horizontally hatched bars) are expressed as fg of HA per CFU.
The data represent the mean and standard error of the mean from four independently performed experiments.

Relative unit (%)
HA (fg/CFU)

Aty

e
—

35



150 )
200 . WT2
©: covs2
*
_ 1504
& 100- -1
@ S
S [ 3
s € 100
é 2z
>
© (%]
< 501
504
C C T T T T 1
WT2 covS2 0 2 4 6 8 10

Time (H)

FIG. 6. The WT?2 strain survives better than the CovS2 strain in macrophages. (A), Phagocytosis assay
was performed with mouse RAW?246.7 macrophages infected at an MOI of 10. Phagocytosis is expressed as
the percentage of intracellular bacteria relative to the total bacteria after PBS washes. (B) Macrophage
survival assay was performed with mouse RAW?246.7 macrophages infected at an MOI of 10. GAS Survival
is expressed as the percentage of intracellular bacteria at T2, T4, T6 and T8 relative to that at TO. Results are

representative of three independent experiments performed in triplicate. Error bars represent the mean and
standard error of the mean (*P < 0.05).
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FIG. 7. The CovS2 strain is less virulent than the WT2 strain in a model of invasive GAS infection. Mice (n = 10)
were infected intravenously with WT2 (black lines), CovS (blue lines), 2 x 10° and 4 x 10° cfus (black and blue solid
lines, respectively), 4 x 10" and 5 x 10" cfus (black and blue dotted line, respectively) and the survival of the animals
was scored for a period of 14 days.
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