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Résumé 

 

Streptococcus agalactiae est une bactérie commensale des tractus intestinal et génital 

humain représentant, en France, la première cause d’infections materno-fœtales. Parmi les 

facteurs de virulence de la bactérie nous nous sommes intéressés à la lipoprotéine Lmb décrite 

comme une adhésine liant la laminine humaine. Par recherche in silico nous avons mis en 

évidence deux homologues de la protéine Lmb, nommés AdcA et AdcAII. Les trois protéines 

sont classées dans la famille des protéines fixatrices de métaux et leurs analogues chez 

Streptococcus pneumoniae ont été montrés comme faisant partie d’un transporteur ABC de 

zinc. Nous avons recherché et trouvé sur les génomes séquencés de S. agalactiae, des gènes 

pouvant coder les autres composants de cet ABC transporteur de zinc. Nous avons ainsi émis 

l’hypothèse que les protéines Lmb, AdcA et AdcAII, avec le complexe AdcCB et les 

protéines Sht et ShtII composeraient un transporteur ABC de zinc de S. agalactiae. 

L’objectif de mon travail de thèse a été de caractériser le transporteur ABC de zinc de 

S. agalactiae.  

Tout d’abord, nous avons étudié l’implication de chacune des protéines identifiées 

dans le transport du zinc ainsi que l’organisation et le fonctionnement de ce transporteur. Pour 

cela, des souches mutées pour différentes combinaisons des gènes identifiés ont été 

construites et leur croissance analysée en milieu chimiquement défini. Nous avons montré que 

les trois protéines membranaires Lmb, AdcA et AdcAII ont une redondance fonctionnelle 

dans la capture de zinc et qu’elles forment, avec le complexe AdcCB, le transporteur ABC de 

zinc de S. agalactiae. Ce transporteur se compose également des protéines Sht et ShtII, 

présentes au niveau de la paroi de la bactérie, et nécessaires aux protéines Lmb et AdcAII 

pour l’acquisition de zinc.  
 

Dans une seconde partie, nous avons analysé l’importance du transporteur et le rôle du 

zinc dans la physiologie de la bactérie en utilisant des souches mutées pour le transporteur 

(∆adcCB ou ∆lmb/adcA/adcAII). Nous avons ainsi montré que le transporteur est essentiel 

pour la croissance et la morphologie de la bactérie lorsqu’elle se trouve dans un 

environnement carencé en zinc. Nous avons également montré que ce transporteur participe à 

la survie de la bactérie en milieux biologiques humains. Le zinc est ainsi un élément trace 

essentiel pour S. agalactiae et dans des conditions de forte carence en zinc, le transporteur 

Adc/Lmb représente le principal système d’acquisition de zinc de la bactérie. 

Enfin, dans une dernière partie nous avons étudié un second rôle potentiel joué par les 

protéines du transporteur à partir de rôles précédemment décrits. Le rôle d’adhésine à la 

lamine de la protéine Lmb, n’a pas été retrouvé pour cette protéine ni mis en évidence pour 

ses homologues AdcA et AdcAII. En revanche, le rôle dans la résistance au complément de la 

protéine Sht, par sa liaison au facteur H, a bien été retrouvé pour la protéine Sht et a été mis 

en évidence pour la protéine ShtII. L’importance de ce rôle reste cependant à confirmer par 

des analyses complémentaires, amenant ainsi de nouvelles perspectives d’étude.  

 

Mots-clés : Streptococcus agalactiae, transporteur ABC, homéostasie du zinc, protéine 

fixatrice de métaux    

 

 



 



 

Abstract 
 

 

Streptococcus agalactiae is a commensal bacterium of the human genital and 

intestinal tracts which represents, in France, the first cause of materno-foetal infections. 

Among the bacterium virulence factors, we have focused our research on the Lmb lipoprotein 

described as laminin-binding protein. By in silico searches we found two homologs of the 

Lmb protein, named AdcA and AdcAII. These three proteins are classified in the metal-

binding protein family and their homologs in Streptococcus pneumoniae were described as 

belonging to a zinc-ABC transporter. In the sequenced genomes of S. agalactiae, we found 

genes that could encode the others components of this zinc-ABC transporter. We 

hypothesized that the Lmb, AdcA and AdcAII proteins, with the AdcCB complex and the Sht 

and ShtII proteins may compose a zinc-ABC transporter in S. agalactiae.  

 

The objective of my work was to characterize the zinc-ABC transporter of S. 

agalactiae.  

 

First, we studied the implication of each identified proteins in zinc transport but also 

the organization and the functioning of the transporter. We constructed mutant strains, 

containing single or combined deletion of each identified gene, and analyzed their growth in 

chemically defined medium. We showed that the three Lmb, AdcA and AdcAII lipoproteins 

present a functional redundancy in zinc capture and that they form, with the AdcCB complex, 

the zinc-ABC transporter of S. agalactiae. This transporter is also composed of the Sht and 

ShtII proteins, which are found in the cell wall, and that are necessary for zinc acquisition 

through the Lmb and AdcAII proteins.  

 

In a second part, we analyzed the importance of the transporter and the role of zinc in 

the physiology of the bacterium using mutant strains (∆adcCB or ∆lmb/adcA/adcAII). We 

showed that the transporter is essential for the growth and the morphology of the bacterium in 

zinc-restricted environments. We also showed that the transporter contributes to the survival 

of the bacterium in human biological fluids. Thus, zinc is an essential trace element for S. 

agalactiae and in conditions of high zinc deficiency, the Adc/Lmb transporter is the main zinc 

acquisition system of the bacterium.  

 

In a last part, we studied a second potential role of the constitutive proteins of the 

transporter from previously described roles. Surprisingly, we didn’t observe a role as laminin-

binding proteins for the Lmb lipoprotein or even for the AdcA or AdcAII lipoproteins. 

Nevertheless, the role in the resistance of complement of the Sht protein, by its binding to 

factor H, has been retrieve for the Sht protein and it was observed for the ShtII protein. 

However, the importance of this role must be confirmed by additional analyzes, providing 

new prospects of study.  

 

 

Keywords : Streptococcus agalactiae, ABC transporter, zinc homeostasis, metal-binding 

protein    
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SGB  Streptocoque du Groupe B 

Sht  « Streptococcal histidine triad protein » 

ST  « Sequence Type » 

TetR  « Tetracycline Repressor » 

TH  « Todd Hewitt » 
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e travail de thèse s’inscrit dans l’une des thématiques de recherche de l’équipe 

Bactéries et Risque Materno-Fœtal qui vise à étudier les mécanismes d’adaptation 

de S. agalactiae à des niches écologiques variées. Nous nous sommes centrés pour 

cette étude sur les systèmes d’acquisition des métaux.  

 

Ce mémoire de thèse débute par une revue de la littérature décrivant les principaux 

éléments d’épidémiologie des infections à S. agalactiae, certains acteurs de la virulence de S. 

agalactiae, la place du zinc chez les procaryotes et les mécanismes de maintient de son 

homéostasie pour finir par la description d’un transporteur ABC de zinc retrouvé chez les 

streptocoques.  

 

Nous présenterons ensuite notre travail expérimental dont l’objectif était la 

caractérisation du transporteur ABC de zinc de S. agalactiae.  

Dans une première partie nous avons étudié le fonctionnement du transporteur ABC de 

zinc ainsi que son importance et le rôle du zinc dans la physiologie de S. agalactiae 

(Publication 1). Le rôle des protéines de fixation du zinc du transporteur en tant qu’adhésine a 

ensuite été testé (Résultats non publiés). Dans une dernière partie nous avons décrit le rôle des 

deux protéines Sht et ShtII dans le fonctionnement du transporteur ABC de zinc ainsi qu’une 

implication de ces protéines dans la fixation au facteur H.  

C 
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Figure 1. Arbre phylogénétique du genre Streptococcus basé sur l’analyse comparative 

des génomes. (Adapté de Gao et al., 2014) 
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I) Streptococcus agalactiae, un pathogène 

opportuniste 

1) Caractères généraux de S. agalactiae  

A) Taxonomie 

Streptococcus agalactiae est une bactérie du phylum des Firmicutes et de l’ordre des 

Lactobacilles. Elle fait partie de la famille des Streptococcaceae qui regroupe les genres 

Streptococcus, Lactococcus et Lactovum. Le genre Streptococcus, de la terminologie grecque 

streptus : flexible et coccus : grain, se divise en six sous-groupes : Mitis, Anginosus, Bovis, 

Mutans, Salivarius et Pyogene auquel S. agalactiae appartient (Figure 1) (Gao et al., 2014). 

Actuellement 121 espèces et 23 sous-espèces composent le genre Streptococcus 

(http://www.bacterio.net/streptococcus.html) mais de nouvelles espèces sont régulièrement 

découvertes augmentant ce nombre. Selon les gènes utilisés pour la classification ainsi que la 

prise en compte des nouvelles espèces identifiées, le nombre de sous-groupes varie entre les 

études (Richards et al., 2014; Gao et al., 2014; Póntigo et al., 2015). 

 

B) Marqueurs épidémiologiques 

a) Classification phénotypique 

La première classification moderne des streptocoques fut mise au point en 1933 par 

Rebecca Lancefield (Lancefield, 1933). Elle repose sur les propriétés antigéniques de l’acide 

teichoïque et d’un composant de la paroi, le polyoside C. Dix-neuf sérogroupes ont été 

déterminés (A-H, K-P, R-V) dont dix-sept en fonction de la nature du polyoside C et deux en 

fonction de la nature de l’acide teichoïque (D et N) (Lancefield, 1933; Lancefield and 

Freimer, 1966). Les streptocoques dépourvus de polyoside C sont dits non-groupables. La 

classification de Lancefield identifie S. agalactiae comme un streptocoque du groupe B. 

Communément S. agalactiae est appelé « le streptocoque du groupe B » ou « SGB »  même si  

http://www.bacterio.net/streptococcus.html
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ce groupe se compose également de Streptococcus porcinus (Lancefield and Freimer, 1966; 

Thompson and Facklam, 1997; Duarte et al., 2005).  

Au sein de l’espèce S. agalactiae, la classification des souches a tout d’abord été réalisée 

aux moyens de marqueurs phénotypiques comme la lysotypie, l’électrophorèse des 

isoenzymes métaboliques ou la sérotypie (Jensen, 1979; Stringer, 1980; Selander et al., 1986). 

Le principe de la sérotypie repose sur la réaction d’anticorps vis-à-vis des antigènes de 

capsule. Chaque  sérotype  correspond  à  un  arrangement  différent  de quatre sucres 

(antigènes) parmi cinq possibles (glucose, rhamnose, galactose, N-acétylglucosamine et acide 

acétylneuraminique  ou  acide  sialique). Dix sérotypes ont été décrits : Ia et Ib, II, III, IV, V, 

VI, VII, VIII et IX (Jensen, 1979; Jelínková and Motlová, 1985; Motlová et al., 1986; Rýc et 

al., 1988; Slotved et al., 2007). Depuis sa mise au point la sérotypie a été l’un des marqueurs 

les plus utilisés pour suivre l’épidémiologie des infections à S. agalactiae. 

 

L’utilisation de marqueurs phénotypiques pour classer les streptocoques ou les souches de 

S. agalactiae a cependant des limites, certaines souches ne pouvant être caractérisées et se 

retrouvant être non groupables ou non typables.   

 

b) Classification génotypique 

Avec l’amélioration des techniques de biologie moléculaire, les souches de S. agalactiae 

ont pu être classées plus finement et plus facilement selon des marqueurs génotypiques. La 

plupart de ces techniques  sont  basées  sur  l'analyse  de  l'ADN  comme  l'électrophorèse  en  

champ pulsé, les profils de restriction ou l’amplification aléatoire d’ADN polymorphe 

(Schwartz and Cantor, 1984; Welsh and McClelland, 1990; Nagano et al., 1991). Une 

technique de référence utilisée pour classifier et différencier les souches de S. agalactiae est la 

technique du MLST (« Multiple Locus Sequence Typing »). Cette technique a l’avantage 

d’être reproductible par tous les laboratoires et son appréciation ne peut être subjective. 

 

La technique du MLST fut appliquée pour la première fois en 1998 pour caractériser les 

souches de Neisseria meningitidis (Maiden et al., 1998) puis adaptée cinq ans après pour S. 

agalactiae (Jones et al., 2003). Actuellement elle peut être utilisée pour plus d’une centaine 

d’espèces bactériennes différentes et neuf espèces d’eucaryotes. Le MLST est basé sur la 

comparaison des séquences nucléotidiques de sept gènes de ménage : le gène adhP codant  
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Figure 2. Caractéristiques morphologiques et culturales de S. agalactiae. 

 

A) Observation de S. agalactiae NEM316 en microscopie électronique (Equipe «Bactéries et 

Risque Materno-Fœtal », ISP, UMR 1282, INRA-Université de Tours).  

B) Morphologie de colonies de S. agalactiae sur gélose au sang de cheval.  

C) Hémolyse β de S. agalactiae sur gélose au sang de cheval 

(www.microbiologyinpictures.com). 
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http://www.microbiologyinpictures.com/
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l’alcool déshydrogénase, le gène pheS codant la phénylalanyl ARNt synthétase, le gène atr 

codant la protéine de transport de la glutamine, le gène glnA codant la glutamine synthétase, 

le gène sdhA codant la sérine déshydratase, le gène glcK codant la glucokinase et le gène tkt 

codant la transcétolase. L’identification des allèles des gènes de ménage se fait directement 

par séquençage nucléotidique d’un fragment interne (400-500 pb) des gènes. A chaque 

séquence est affectée un numéro d’allèle et la combinaison de chaque locus donne un profil 

allélique appelé séquence type (ST). Certains ST sont regroupés en clusters appelés 

complexes clonaux (CC). Les ST assignés à un même CC possèdent au moins cinq allèles en 

commun sur les sept loci étudiés. Les ST qui ne sont affiliés à aucun CC sont appelés 

singletons (Feil et al., 2004). Le site (http://www.mlst.net) recense à ce jour plus de 1148 ST 

différents pour S. agalactiae à partir de 2886 isolats. Cette banque de données internationale, 

consultable librement, sert ainsi pour l’étude de l’épidémiologie de la bactérie à l’échelle 

mondiale.   

 

C) Caractères morphologiques, culturaux et métaboliques 

S. agalactiae se présente sous forme de cocci à Gram positif (Gram +), immobiles, 

asporulés et mésophiles, caractéristiques communes de la famille des Streptococcaceae. La 

bactérie est retrouvée en diplocoques ou chainettes de longueur variables avec des cocci de 

taille comprise entre 0,6 et 1,2 µm de diamètre (Figure 2A). Ce streptocoque est peu exigeant 

et se développe sur des milieux de culture commerciaux tels que les milieux Todd Hewitt 

(TH) ou de bouillon cœur-cervelle (BHI). Après 24 heures de culture à 37°C sur milieu 

nutritif gélosé additionné de sang de cheval, S. agalactiae se présente sous forme de petites 

colonies de 3 à 4 millimètres de diamètre, à bords nets, blanches, plates et muqueuses et 

réalise une hémolyse totale dite β-hémolyse formant un halo transparent autour de la colonie 

(Figures 2B et 2C). Certaines colonies peuvent produire un pigment jaune à rouge brique 

(Fallon, 1974). 

Ce streptocoque est anaérobie-aérotolérant et possède un métabolisme fermentatif du 

glucose avec une production d’acides lactique, acétique et formique, d’éthanol et de dioxyde 

de carbone entrainant une acidification du milieu de culture (Brown and Collins, 1977). Il est 

dépourvu d’oxydase et de catalase et ne réduit pas les nitrates. Les principaux caractères 

d’identification de l’espèce sont les tests de résistance à la bacitracine, au triméthoprime-

sulfaméthoxazole et l’hydrolyse de l’hippurate. En microbiologie clinique le test « CAMP »  

http://www.mlst.net/
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(Christie-Atkins-Munch-Peterson) est également utilisé. Il met en évidence une hémolyse 

synergique sur gélose au sang de mouton en présence de la β-toxine de Staphylococcus aureus 

(Christie et al., 1944). 

 

D) Caractères génomiques  

Les deux premiers génomes de la bactérie ont été séquencés en 2002 à partir des souches 

NEM316 (sérotype III) et 2603 (sérotype V) (Glaser et al., 2002; Tettelin et al., 2002). 

Rapidement le séquençage de six autres génomes provenant de divers sérotypes (Ia, Ib, II, III 

et V) a suivi (Tettelin et al., 2005). Leur analyse comparative a montré que le génome de S. 

agalactiae se compose d’un chromosome circulaire d’environ 2,2 millions de paires de bases 

(pb). Il possède un faible contenu en bases guanine et cytosine représentant 35,6% de son 

génome, une caractéristique retrouvée chez les membres de la famille des Streptococcaceae. 

La bactérie possède une partie conservée, le « core » génome, représentant environ 80% du 

génome (1811 gènes), le reste, partiellement partagé, voire spécifique de souche représente le 

génome accessoire avec 765 gènes (Maione et al., 2005; Tettelin et al., 2005). Le génome 

accessoire est constitué d’ilots responsables de la diversité génomique au sein de l’espèce. 

Ces derniers contiennent notamment des gènes associés à des éléments génétiques mobiles 

(intégrases, transposases) ou des gènes de virulence connus ou putatifs. De fait, certains de 

ces ilots pourraient correspondre à des ilots de pathogénicité (Herbert et al., 2005). 

2) Epidémiologie de S. agalactiae 

A) Une bactérie commensale de l’Homme  

S. agalactiae est une bactérie commensale de diverses espèces animales dont l’Homme 

(Keefe, 1997; Hansen et al., 2004; Mian et al., 2009; Six et al., 2014). La colonisation chez 

l’Homme se fait majoritairement au niveau des tractus gastro-intestinal et génital. La bactérie 

peut également être retrouvée au niveau des flores oropharyngées et cutanées. En France, le 

portage vaginal est d’environ 23% au sein de la population féminine adulte (van der Mee-

Marquet et al., 2008). Bien que cette contamination provienne principalement du tractus 

gastro-intestinal de la femme, une corrélation entre portage vaginal et activité sexuelle a 

également été suggérée (Badri et al., 1977; Anthony et al., 1978; Manning et al., 2000; Meyn  
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et al., 2002; Meyn et al., 2009). Chez la femme enceinte, le portage vaginal varie entre 6 et 

36% selon les pays avec une moyenne de 13,6% en France (Schuchat, 1998; Puopolo et al., 

2005; Barcaite et al., 2008). En plus de l’origine géographique, la fréquence de cette 

colonisation semble également dépendre de l’origine ethnique des patients : le portage de S. 

agalactiae est ainsi plus fréquent chez les femmes d’origine africaine que caucasienne (Phares 

et al., 2008). De plus, le portage de cette bactérie apparait comme dynamique, la colonisation 

pouvant être transitoire, intermittente ou permanente (Anthony et al., 1978; Yow et al., 1980). 

Une étude a déterminé que seules 30 à 40% des femmes colonisées en début de grossesse 

possédaient encore le germe au moment de l’accouchement (Dillon et al., 1982). Une étude 

plus récente, réalisée sur des femmes enceintes qui ont ensuite été suivies sur une période de 

deux ans, a montré qu’environ 50% d’entre elles présentaient une détection intermittente du 

même clone (Hansen et al., 2004). Cette instabilité de colonisation a ainsi entrainé de 

nombreuses controverses quant au dépistage systématique au cours de la grossesse.  

B) Un pathogène animal et pathogène opportuniste humain 

a) Les infections chez les animaux 

a.1) Les infections bovines 

La première description de S. agalactiae comme agent pathogène chez les bovins fut 

réalisée par le médecin vétérinaire et microbiologiste Edmond Nocard en 1887 décrivant la 

bactérie comme « le streptocoque de la mammite bovine » (Nocard and Mollereau, 1887). Le 

nom actuel de la bactérie fut donné quelques années plus tard par Lehmann et Neumann avec 

comme choix « agalactiae » pour l’« absence de lait » observée chez les vaches lors 

d’infections à S. agalactiae (Lehmann and Neumann, 1896). La bactérie a ensuite été 

identifiée comme une cause majeure de mammites chroniques ou sub-cliniques (inflammation 

modérée sans signe clinique visible au niveau de la vache, de la mamelle ou du lait). Entre les 

années 1976 et 1982, S. agalactiae a été retrouvée avec une prévalence de 44,7% parmi les 

infections bovines du Massachusetts (Oliver and Mitchell, 1984). L’infection à S. agalactiae 

étant responsable d’une diminution de la quantité et de la qualité du lait, elle engendre 

d’importantes pertes économiques au niveau de la filière laitière (Jain, 1979; Keefe, 1997). La 

mise en place de programmes de prophylaxie basés sur l’utilisation adaptée d’antibiotiques a 

permis une diminution du nombre de cas à l’échelle mondiale (Hillerton and Berry, 2003).
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 Actuellement la prévalence des infections bovines à S. agalactiae est très variable à travers le 

monde. Certains pays comme la France, l’Angleterre ou la Belgique ont pratiquement réussi à 

éradiquer la bactérie alors que d’autres comme l’Egypte ou l’Allemagne ont encore des 

prévalences de 20 et 29% respectivement (Tenhagen et al., 2006; Bradley et al., 2007; Piepers 

et al., 2007; Poutrel, 2015; Elhaig and Selim, 2015).  

a.2) Les infections chez les poissons  

Les premiers isolements de S. agalactiae chez les poissons ont été réalisés en 1966 chez 

un poisson d’eau douce, le méné jaune (Notemigonus crysoleucas) (Robinson and Meyer, 

1966). Rapidement le nombre d’isolats a augmenté à partir des années 1980 et des études ont 

identifié la bactérie comme responsable d’épidémies chez les poissons d’élevage. Des 

élevages israéliens de Tilapia et de truite arc-en-ciel ont en effet subi la mort de 30 à 50% des 

animaux suite à des méningo-encéphalites causées par la bactérie (Eldar et al., 1995). A 

l’heure actuelle, des épidémies à S. agalactiae sont retrouvées à la fois chez les poissons 

d’élevage comme le Tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) ou le Ya-fish (Schizothorax 

prenanti) en Chine mais aussi chez des poissons sauvages comme le Muge (Mugil cephalus) 

au niveau de la baie du Koweït (Evans et al., 2008; Jafar et al., 2008; Mian et al., 2009; 

Pereira et al., 2010; Geng et al., 2012). Récemment un cas de zoonose impliquant les poissons  

a été mis en évidence. En effet, suite à une série d’infections humaines sévères (méningites, 

arthrites septiques et infections spinales) à S. agalactiae durant l’automne 2015 à Singapour, 

une étude a associé cette épidémie à la consommation de poisson cru porteur d’une souche de 

S. agalactiae de sérotype III et ST28 (Rajendram et al., 2016; Tan et al., 2016; Kalimuddin et 

al., 2017). 

a.3) Les infections chez d’autres espèces 

S. agalactiae a également été isolée chez différentes espèces de mammifères comme les 

souris, les chiens, les chats, les singes, les chevaux et les dauphins mais également chez des 

grenouilles ou des crocodiles (Elliott et al., 1990; Lämmler et al., 1998; Yildirim et al., 2002; 

Evans et al., 2006; Bishop et al., 2007). Dans certains de ces cas il semble que le pouvoir 

pathogène de la bactérie soit dû à une association avec d’autres espèces bactériennes 

(Yildirim et al., 2002). De plus, un grand nombre de ces infections pourraient avoir été 

transmises par l’Homme, les animaux ayant développé l’infection étant en contact étroit avec 

l’Homme. De plus, cette hypothèse est appuyée par le fait que les isolats ont des 
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caractéristiques phénotypiques et génotypiques identiques ou très proches des souches 

humaines (Elliott et al., 1990; Lämmler et al., 1998; Yildirim et al., 2002). Cependant ces cas 

sont pour la plupart anecdotiques et le pouvoir pathogène de S. agalactiae chez ces espèces y 

reste encore peu étudié. S. agalactiae peut ainsi infecter une large gamme d’hôtes expliquant 

en partie le grand nombre de souches identifiées et la diversité des ST.  

b) Les infections humaines 

b.1) Infections néonatales 

Les premiers cas d’infections néonatales causées par S. agalactiae ont été décrits en 

1964 par Eickhoff (Eickhoff et al., 1964). Une colonisation vaginale maternelle par la bactérie 

pendant la grossesse a ensuite été identifiée comme le principal facteur de risque. Beaucoup 

plus tard, cette même colonisation a été liée aux naissances prématurées et aux morts à la 

naissance (Lawn et al., 2010; Mitchell et al., 2013; Monari et al., 2013). Malgré des mesures 

de prévention mises en place, S. agalactiae est actuellement la première cause d’infections 

invasives chez les nouveaux nés dans les pays industrialisés. Le taux global de mortalité des 

infections néonatales dues à la bactérie est d’environ 10%. De plus, 40% des enfants ayant 

survécu à une méningite se retrouvent avec des séquelles neurologiques permanentes 

(Edmond et al., 2012; Libster et al., 2012). Deux syndromes sont associés à l’infection par la 

bactérie selon l’âge de l’enfant lors de la déclaration de l’infection, le syndrome précoce et le 

syndrome tardif. En France, le centre national de référence des streptocoques (CNR-Strep) 

(www.cnr-strep.fr) recense, entre autres, les cas décrits de syndromes précoces et tardifs à S. 

agalactiae. Ainsi, entre 2007 et 2012, 438 cas d’infections néonatales à S. agalactiae ont été 

recensés dont 174 cas de syndromes précoces (39,7% des cas) (incluant la mort in utero de 

l’enfant) et 264 cas de syndromes tardifs (60,3% des cas) (Joubrel et al., 2015) (www.cnr-

strep.fr).  

b. 1.1) Le syndrome précoce 

Le syndrome précoce se déclare durant la première semaine de vie et pour la grande 

majorité des cas, durant les premières heures suivant la naissance. La voie d’entrée de la 

bactérie se situe au niveau des poumons, provoquant des troubles respiratoires et une 

pneumonie. Cette infection progresse rapidement en bactériémie et choc septique avec la 

http://www.cnr-strep.fr/
http://www.cnr-strep.fr/
http://www.cnr-strep.fr/
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Figure 3. Représentation schématique des différents modes de contamination de l’enfant 

lors de la naissance. (D’après Six et al., 2014) 

 

A) La contamination du nouveau-né a lieu lors de l’accouchement par inhalation ou ingestion 

des sécrétions vaginales ou de liquide amniotique contaminés.  

B) Le syndrome précoce résulte d’une colonisation pulmonaire pouvant évoluer en 

bactériémie suite à la translocation des bactéries à travers l’épithélium pulmonaire. 

 C) Le syndrome tardif résulte probablement d’une colonisation intestinale précoce suivie 

d’une translocation intestinale provoquant une bactériémie.  

D) La bactériémie peut évoluer en méningite après franchissement de la barrière hémato-

encéphalique par la bactérie.    
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translocation de la bactérie dans le sang (Berner, 2004). Entre 2007 et 2012 en France, le 

CNR-Strep a recensé que 61% des cas de syndromes précoces étaient associés à une 

bactériémie, 27% à une méningite et 6% à des infections du tractus respiratoire (Joubrel et al., 

2015) (www.cnr-strep.fr). La contamination de l’enfant peut se faire par transmission 

verticale de la bactérie via le liquide amniotique contaminé ou via des sécrétions vaginales 

contaminées de la mère que l’enfant va inhaler (Figure 3). Le portage vaginal maternel, un 

haut taux de colonisation et une rupture prématurée des membranes sont des facteurs 

déterminants dans la contamination du nouveau-né (Baker, 1997). 

 b. 1.2) Le syndrome tardif 

Les infections à S. agalactiae survenant entre la première semaine et trois mois de vie sont 

qualifiées de syndromes tardifs. La porte d’entrée de la bactérie se situe au niveau digestif, 

provoquant une septicémie après translocation intestinale de la bactérie puis une méningite 

lorsqu’elle franchit la barrière hémato-encéphalique (Figure 3). Le CNR-Strep a recensé que 

53,3% des syndromes tardifs se traduisaient par une méningite et 35,3% par une bactériémie 

(Joubrel et al., 2015) (www.cnr-strep.fr). Ce syndrome est ainsi caractérisé par une forte 

proportion de méningite. A l’heure actuelle, le mode de transmission de la bactérie à l’enfant 

n’est pas clairement défini pour ce syndrome et reste encore très controversé. Différentes 

hypothèses, non exclusives, ont été avancées.  

Une première hypothèse serait une transmission verticale de la bactérie de la mère à 

l’enfant lors de l’accouchement ou par l’allaitement, engendrant une colonisation intestinale 

précoce du nouveau-né (Godambe et al., 2005; Gagneur et al., 2009; Tazi et al., 2010; 

Filleron et al., 2014; Six et al., 2014). Cette colonisation intestinale de la bactérie, suite à une 

translocation, déboucherait sur une septicémie, puis une méningite dans les cas où la bactérie 

franchirait la barrière hémato-encéphalique (Figure 3). Cette hypothèse est appuyée par la 

mise en évidence de la bactérie dans le tissus intestinal, l’endothélium cérébral et les 

méninges lors d’analyses bactériologiques d’un cas létal de syndrome tardif confirmant que la 

bactérie peut franchir les barrières intestinale et hémato-encéphalique dans ce contexte (Tazi 

et al., 2010). De plus, 60 et 40% des nouveau-nés colonisés au niveau intestinal à la naissance 

le sont encore à 4 et 12 semaines de vie respectivement (Weindling et al., 1981). Enfin, 

certains nouveau-nés peuvent être colonisés pendant un an par une souche isolée de la flore 

vaginale maternelle (Hansen et al., 2004).   

http://www.cnr-strep.fr/
http://www.cnr-strep.fr/
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Figure 4. Proportion des souches de CC17 selon les syndromes néonataux recensés en 

France de 2007 à 2012. (D’après Joubrel et al., 2015) 

 

EOD : Syndrome précoce (Early-Onset Disease)  

LOD : Syndrome tardif (Late-Onset Disease) 
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Une seconde hypothèse serait une transmission horizontale de la bactérie via une source 

environnementale (personnel soignant). Au sein d’unités intensives de soins néonataux, une 

même souche a en effet été retrouvée chez des nouveau-nés ayant déclarés des syndromes 

tardifs (MacFarquhar et al., 2010; Al-Maani et al., 2014). Le mode de contamination de 

l’enfant lors du syndrome tardif pourrait ainsi avoir différentes origines contrairement au 

syndrome précoce.  

b. 1.3) Le clone « hyper-virulent ST17 » 

Depuis les années 1970, une association a été observée entre le sérotype III et les 

méningites néonatales (Edmond et al., 2012; Joubrel et al., 2015). Parmi ce sérotype, un clone 

appartenant au CC17 et plus spécifiquement au ST17 est responsable d’un peu plus de 60% 

des méningites néonatales (Figure 4) (Tazi et al., 2010; Joubrel et al., 2015). Ce dernier a 

ainsi été désigné comme le clone « hyper-virulent ST17 ». Quelques facteurs moléculaires ont 

été mis en évidence comme spécifiques des souches de ST17 et expliquent en partie l’hyper-

virulence et le tropisme méningé du clone ST17. Parmi ces facteur de virulence la protéine 

HvgA a été identifiée comme responsable de l’adhérence et du franchissement des barrières 

intestinale et hémato-encéphalique (Tazi et al., 2010). Les souches de ST17 possèdent 

également une version différente de la protéine glycosylée et riche en sérine Srr1, la protéine 

Srr2. Cette protéine possède une affinité six fois supérieure pour le fibrinogène (une protéine 

plasmatique et un constituant de la matrice extracellulaire humaine) et contribue ainsi à une 

plus forte adhérence de la bactérie (Seo et al., 2013). Ces deux facteurs peuvent expliquer la 

meilleure adhérence des souches de ST17 aux cellules épithéliales intestinales et de 

l’endothélium vasculaire cérébral ainsi que la meilleure capacité de colonisation digestive 

observée dans un modèle murin (Tazi et al., 2010).  

b. 1.4) Prévention et traitement des infections néonatales 

Dans le cadre de la prévention anténatale du risque infectieux du nouveau-né, des 

recommandations concernant le dépistage et la prise en charge maternelle ont été proposées 

dans différents pays et notamment aux Etats-Unis dès 1996 (recommandations révisées en 

2002 puis 2010) et en France en 2001 (Anonyme, 1996; Anonyme, 2001; Verani et al., 2010). 

L’HAS (Haute Autorité de Santé) recommande ainsi un dépistage systématique du portage 

vaginal de S. agalactiae chez la femme enceinte vers la fin de la grossesse (entre les 35
e
 et 37

e
 

semaines de grossesse).  En cas de dépistage positif, une antibioprophylaxie per-partum est  
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Figure 5. Incidence des infections invasives néonatales précoces et tardives au 

streptocoque du groupe B en France métropolitaine de 1996 à 2015.  (D’après Epibac 

2016, InVS) 

(http://invs.santepubliquefrance.fr/Dossiers-thematiques/Maladies-infectieuses) 

http://invs.santepubliquefrance.fr/Dossiers-thematiques/Maladies-infectieuses
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mise en place. Elle consiste en l’injection par voie intraveineuse de pénicilline G ou 

d’amoxicilline toutes les quatre heures dès le déclenchement du travail et jusqu’à la naissance. 

En cas d’allergie aux pénicillines, l’administration d’érythromycine (Ery), d’une 

céphalosporine ou de clindamycine est indiquée. Ces mesures de prévention ont permis de 

diminuer de manière significative les incidences des syndromes précoces de 1,8 cas pour 1000 

naissances en 1990, à 0,26 cas pour 1000 naissances en 2010 en France, mais n’a apporté en 

revanche aucun changement sur le nombre des syndromes tardifs (Figure 5) (Schrag and 

Verani, 2013) (www.invs.santepubliquefrance.fr). La persistance à faible fréquence des cas de 

syndromes précoces peut être expliquée par une absence de dépistage maternel ou par des 

faux négatifs (Poyart et al., 2008). Par contre l’inefficacité de l’antibioprophylaxie à réduire le 

nombre de syndromes tardifs pose encore question.  

Bien que la mise en place de l’antibioprophylaxie a permis de faire baisser le nombre 

global d’infections néonatales, cette utilisation d’antibiotiques provoque des inquiétudes.  

Tout d’abord, des études ont observé une augmentation de la résistance aux antibiotiques au 

niveau d’isolats de souches invasives (Castor et al., 2008; Phares et al., 2008). Une 

prévalence de résistance des souches invasives de S. agalactiae à l’érythromycine et la 

clindamycine de 25-32% et 13-20% respectivement a notamment été mesurée entre 2006 et 

2009 aux Etat-Unis. De plus, des études commencent à mettre en lien les effets des 

antibiotiques sur la santé des nouveau-nés et notamment sur la composition de leur 

microbiome (Langdon et al., 2016; Bokulich et al., 2016). Cette modification du microbiome 

pourrait être en effet associée à des risques d’obésité, de diabète ou d’asthme (Kilkkinen et 

al., 2006; Azad et al., 2014; Arrieta et al., 2015). La stagnation de l’incidence des syndromes 

tardifs et les problèmes posés par l’utilisation systématique des antibiotiques, nous démontre 

l’importance de mettre en place de nouveaux moyens de prévention. La vaccination est une 

approche actuellement à l’étude. Un vaccin pentavalent ciblant la capsule des sérotypes 

majoritairement retrouvés lors d’infection est notamment en études pré-cliniques (Kobayashi 

et al., 2016). L’utilisation couplée des protéines de surface  Rib et alpha C comme vaccin est 

actuellement en première phase d’essais cliniques.  Ces deux protéines ont l’avantage d’être 

très immunogènes et d’être retrouvées chez la plupart des souches de S. agalactiae (Heath, 

2016). Ce vaccin permettrait ainsi de cibler les bactéries non typables responsables également 

d’infections et de contrecarrer le changement possible de sérotype de la bactérie pour 

échapper au système immunitaire (Ramaswamy et al., 2006; Bellais et al., 2012). Un autre 

vaccin élaboré à partir  de bactéries inactivées, et inoculé à des souris avant la grossesse,  

http://www.invs.santepubliquefrance.fr/
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Figure 6. Représentation schématique de l’infection ascendante à S. agalactiae. (D’après 

Vornhagen et al., 2017).  

 

La colonisation vaginale augmente le risque d’infection ascendante durant la grossesse. 

L’infection ascendante de S. agalactiae consiste au passage de la bactérie à travers le vagin 

pour conduire au final à l’invasion bactérienne des membranes placentaires (chorion et 

amnion), de la cavité amniotique et du fœtus.  
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a montré une diminution du taux des naissances prématurées dues à la bactérie et pourrait 

constituer une piste intéressante (Bernardini et al., 2016). La vaccination des mères assurerait 

ainsi une protection des nourrissons par immunisation passive.  

Une autre approche en cours d’étude est l’utilisation des probiotiques pour réduire la 

colonisation vaginale par S. agalactiae. Il a été montré que l’utilisation de différentes espèces 

de Lactobacilles empêche l’adhérence de la bactérie aux cellules épithéliales vaginales et 

diminue ainsi la colonisation vaginale par S. agalactiae (Ortiz et al., 2014; De Gregorio et al., 

2015). Une autre étude a également mis en évidence le fait que l’inoculation de Streptococcus 

salivarius diminue la quantité de S. agalactiae dans un modèle murin de colonisation vaginale 

par un mécanisme encore inconnu (Patras, Wescombe, et al., 2015).  

b.2) Infection chez l’adulte 

b.2.1) Infection chez la femme enceinte 

La femme enceinte ayant une forte colonisation vaginale par S. agalactiae développe un 

risque accru d’infection ascendante conduisant à la contamination du liquide amniotique ainsi 

qu’à des infections sévères. Parmi ces infections, on dénombre 30% de chorioamniotites 

responsables de naissances prématurées et de mort fœtal in utero (Figure 6) (Baker, 1997; 

Krohn et al., 1999). La bactérie est également responsable de 20% des endométrites du post-

partum et post-abortum qui peuvent être accompagnées de bactériémies (Deutscher et al., 

2011). 

b.2.2) Infection chez l’adulte âgé ou immunodéprimé 

Depuis les années 2000, S. agalactiae est décrit comme un pathogène opportuniste 

émergent chez l’adulte, et plus particulièrement chez les personnes âgées de plus de 65 ans, 

les personnes immunodéprimées et celles présentant des pathologies sous-jacentes (diabète, 

cirrhose, insuffisance rénale, cancer…) (Figure 7) (Farley, 2001; Blancas et al., 2004; 

Edwards and Baker, 2005; Phares et al., 2008; Skoff et al., 2009). Les manifestations 

cliniques sont très variées : des infections de la peau et des tissus mous, des infections 

urinaires, des pneumonies et septicémies, des arthrites ainsi que des ostéomyélites (Farley, 

2001; Edwards and Baker, 2005; Skoff et al., 2009). En France, les sérotypes majoritairement 

incriminés sont les sérotypes Ia (22,7% des infections), III (25,7% des infections) et V (23,4%  
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Figure 7. Incidence des infections invasives à S. agalactiae chez l’adulte (≥ 15 ans) aux 

Etat-Unis de 1999 à 2005. (D’après Phares et al., 2008) 
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des infections), ce qui distingue les infections chez l’adulte des infections néonatales très 

largement dominées par le sérotype III (Tazi et al., 2011). 

 

3) Eléments participant à la virulence de S. agalactiae 

Le développement de l’infection par S. agalactiae repose sur la réussite de différentes 

étapes que la bactérie doit franchir successivement. La bactérie est tout d’abord capable 

d’adhérer et de coloniser différents épithéliums et endothéliums (épithéliums vaginal, 

pulmonaire et digestif, endothélium vasculaire cérébral). Elle franchit ensuite les barrières 

épithéliales et endothéliales avant de finalement se disséminer dans les organes via le sang 

tout en échappant au système immunitaire. Cette multiplicité de lieux de colonisation ainsi 

que son trophisme pour une large gamme d’hôtes (bovins, poissons, Homme…) démontre une 

grande capacité d’adaptation de la bactérie, qui repose sur l’expression de nombreux facteurs.   

A) Facteurs d’adhérence et de colonisation 

La bactérie est capable de coloniser différents types d’épithéliums tels que les épithéliums 

vaginal, pulmonaire, intestinal ou encore l’endothélium vasculaire cérébral. Or l’adhérence 

aux cellules épithéliales de l’hôte constitue une étape critique dans le processus de 

colonisation. La bactérie doit, en effet, éviter d’être éliminée mécaniquement par la 

contraction intestinale lors de la digestion ou par les mucus vaginal ou respiratoire.  

Cette adhérence aux tissus repose notamment sur l’interaction de différentes protéines de 

surface de la bactérie avec plusieurs composants de la matrice extracellulaire de l’hôte 

(Tableau 1).  

- Les pili de la bactérie, et notamment l’adhésine PilA, ont été décrits comme jouant un rôle 

majeur dans l’adhérence. A l’heure actuelle un désaccord a lieu quant au récepteur de ces 

pili. Deux études ont décrit une liaison de la protéine PilA au collagène de type I 

(Banerjee et al., 2011; Sheen et al., 2011) alors qu’une autre étude n’a pas observé de 

liaison de l’adhésine PilA au collagène de type I mais au fibrinogène (Dramsi, Morello, et 

al., 2012).  

- La protéine FbsA se lie au fibrinogène grâce à un motif répété de 16 acides aminés 

(Schubert et al., 2002; Rosenau et al., 2007; Rivera et al., 2007). Son rôle a été montré  
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Tableau 1. Principaux facteurs de virulence impliqués dans la colonisation, l’invasion et 

l’échappement au système immunitaire de S. agalactiae. 

 

Facteur de 

virulence 
Cible de l’hôte Fonction Régulation Référence(s) 

Facteurs d’adhérence et de colonisation 

Pili 
Collagène de type I, 

Fibrinogène 

Adhérence aux cellules 

épithéliales vaginales 

Inhibé par CovR/S 

via Ape1 et activé 

par Rga et RogB 

(souche dépendant) 

(Banerjee et al., 2011; Sheen et al., 

2011; Jiang et al., 2012; Dramsi, 

Dubrac, et al., 2012) 

FbsA Fibrinogène 

Adhérence aux cellules 

épithéliales pulmonaires et 

endothéliales de la barrière 

hémato-encéphalique 

Réprimé par CovR/S 

et RovS, activé par 

RogB 

(Schubert et al., 2002; Gutekunst et 

al., 2003; Schubert et al., 2004; 

Tenenbaum et al., 2005; Samen et 

al., 2006; Rosenau et al., 2007; 

Rivera et al., 2007) 

FbsB Fibrinogène Adhérence  Réprimé par MtaR 
(Jacobsson, 2003; Bryan et al., 

2008) 

BsaB/FbsC Fibrinogène et laminine 
Adhérence aux cellules 

épithéliales vaginales 
Inhibé par CovR/S 

(Jiang and Wessels, 2014; Buscetta 

et al., 2016) 

Lmb Laminine  Adhérence  (Spellerberg et al., 1999) 

PbsP  Plasminogène Adhérence Inhibé par CovR/S 
(Papasergi et al., 2013; Buscetta et 

al., 2016) 

Srr1/Srr2 Fibrinogène 

Adhérence aux cellules 

épithéliales vaginales et 

cervicales 

srr1 activé par Rga  

(Mistou et al., 2009; Sheen et al., 

2011; Seo et al., 2013; Wang et al., 

2014; Six et al., 2015) 

BibA/HvgA  

Adhérence aux cellules 

épithéliales cervicales, 

intestinales et endothéliales de la 

barrière hémato-encéphalique 

Inhibé par CovR/S 
(Tazi et al., 2010; Di Palo et al., 

2013) 

Facteurs d’invasion 

Protéine C α 
Glycosaminoglycanes de 

surface des cellules de l’hôte 

Invasion des cellules épithéliales 

cervicales 

Non déterminé 

 

(Bolduc et al., 2002; Baron et al., 

2007) 

Facteur CAMP 
Membrane cellulaire, 

Protéines à ancre GPI 

Formation de pores 

membranaires 

Activé par CovR/S et 

inhibé par Stk1 via 

CovR/S 

(Lang and Palmer, 2003; Lamy et 

al., 2004; Jiang et al., 2005; 

Rajagopal et al., 2006; Lin et al., 

2009) 

Pigment 

hémolytique 
 

Invasion des cellules épithéliales 

amniotiques 

Inhibé par CovR/S et 

activé par Stk1 via 

CovR/S 

(Pritzlaff et al., 2001; Lamy et al., 

2004; Jiang et al., 2005; Rajagopal 

et al., 2006; Whidbey et al., 2013) 

Lmb  

Invasion des cellules 

endothéliales de la barrière 

hémato-encéphalique 

 (Tenenbaum et al., 2007) 

BibA/HvgA  

Invasion des cellules épithéliales 

intestinales et endothéliales de la 

barrière hémato-encéphalique 

Inhibé par CovR/S 
(Tazi et al., 2010; Di Palo et al., 

2013) 

FbsB Fibrinogène 
Invasion des cellules épithéliales 

pulmonaires 
Réprimé par MtaR 

(Gutekunst et al., 2004; Bryan et 

al., 2008) 

Facteurs d’échappement au système immunitaire 

Capsule 

Siglecs (Lectines de type 

immunoglobuline liant 

l’acide-sialique) 

Blocage de la signalisation 

induite par les Siglecs au niveau 

des cellules épithéliales 

amniotiques et des neutrophiles 

Inhibition par RogB 

et activation par 

CovR/S souche 

dépendant 

(Gutekunst et al., 2003; Lamy et al., 

2004; Soriani et al., 2006; Ali et al., 

2014) 

ScpB 
C5a du complément 

 

Inhibition du recrutement  des 

neutrophiles par clivage du C5a 

du complément 

Inhibiton par 

CovR/S et RgfC/A 

souche dépendant 

(Bohnsack et al., 1991; Spellerberg 

et al., 2002; Beckmann et al., 2002; 

Lamy et al., 2004; Jiang et al., 

2005) 

Sht Facteur H 
Inhibition du dépôt de C3 à la 

surface bactérienne 
 (Maruvada et al., 2009) 

BibA/HvgA C4bp Liaison C4bp Inhibé par CovR/S 
(Santi et al., 2007; Di Palo et al., 

2013) 

SodA Macrophages Résistance au stress oxydatif Activé par RovS 
(Poyart et al., 2001; Samen et al., 

2006) 

HylB Acide Hyaluronique Blocage du signal des TLR2/4 
Non déterminé 

 

(Baker and Pritchard, 2000; Kolar et 

al., 2015; Vornhagen et al., 2016) 

Pigment 

hémolytique 

neutrophiles, mastocytes et 

macrophages 

Résistance aux neutrophiles, 

dégranulation des mastocytes, 

pyroptose 

Inhibé par CovR/S et 

activé par Stk1 via 

CovR/S 

( Lamy et al., 2004; Liu et al., 2004; 

Jiang et al., 2005; Rajagopal et al., 

2006) 

FbsA  Résistance à l’opsonisation 

Réprimé par CovR/S 

et RovS, activé par 

RogB 

(Schubert et al., 2002; Gutekunst et 

al., 2003; Samen et al., 2006; 

Pierno et al., 2006) 
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dans l’adhérence aux cellules épithéliales pulmonaires ainsi qu’aux cellules endothéliales de 

la barrière hémato-encéphalique (Schubert et al., 2004; Tenenbaum et al., 2005). La protéine 

FbsB joue également un rôle dans la liaison au fibrinogène et dans l’adhérence aux cellules 

épithéliales pulmonaires mais avec un rôle mineur par rapport à celui joué par la protéine 

FbsA (Jacobsson, 2003; Gutekunst et al., 2004; Rosenau et al., 2007).  

 

- La protéine extracellulaire BsaB, nommée également FbsC, se lie à la laminine et au 

fibrinogène de l’hôte permettant l’adhérence à l’épithélium vaginal et la formation de 

biofilms (Jiang and Wessels, 2014; Buscetta et al., 2014).  

- La lipoprotéine Lmb a été décrite comme jouant un rôle dans la liaison à la laminine. 

Aucun site responsable de la liaison à la laminine n’a été mis en évidence mais une 

homologie d’une région de la protéine avec la chaine B2 de la laminine humaine a été 

observée  (Spellerberg et al., 1999).  

- La protéine PbsP a été identifiée comme une protéine majeure de liaison au plasminogène, 

liaison assurée par trois domaines riches en lysine, SSURE-1, SSURE-2 (« Streptococcal 

Surface Repeats ») et MK-rich (« methionine and lysine-rich region ») (Buscetta et al., 

2016).  

- Les glycoprotéines Srr1 et Srr2 (serine-rich repeat) contribuent à la colonisation vaginale 

par S. agalactiae dans un modèle de colonisation vaginale murin en fixant le fibrinogène 

par un mécanisme de « dock, lock and latch » (Sheen et al., 2011; Seo et al., 2013).  

- La protéine HvgA, spécifique des souches du ST17, permet l’adhérence aux cellules 

épithéliales intestinales et cellules endothéliales de la barrière hémato-encéphalique en se 

fixant à un récepteur de l’hôte non encore identifié (Tazi et al., 2010).  

B) Facteurs d’invasion des tissus de l’hôte 

Une fois fixée S. agalactiae est amenée à franchir différentes barrières épithéliales 

(pulmonaire et intestinale) et endothéliales (barrière hémato-encéphalique). Plusieurs voies de 

passage de la bactérie ont été décrites et pourraient co-exister : la voie intracellulaire, la voie 

paracellulaire (avec ou sans modification des jonctions intercellulaires) ou la destruction des 

barrières par l’action de facteurs bactériens ou suite à la réponse inflammatoire induite par la 

bactérie (Tableau 1). 
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Une des premières évidences d’un passage de la bactérie par voie intracellulaire s’est faite 

par l’observation de la bactérie en microscopie électronique. Cette observation a montré que 

la bactérie peut franchir des couches unicellulaires de chorion, sans provoquer de 

désorganisation des jonctions intercellulaires, par un mécanisme de transcytose (Winram et 

al., 1998). La bactérie utilise également un autre mécanisme d’endocytose pour son passage 

par la voie intracellulaire. La liaison de la protéine C α de la bactérie aux 

glycosaminoglycanes associés aux cellules épithéliales, induit l’internalisation de la bactérie 

dans une vacuole par un mécanisme dépendant de l’actine, permettant son passage par voie 

intracellulaire (Baron et al., 2004; Baron et al., 2007). 

Un passage paracellulaire de la bactérie a été suggéré suite à l’étude de l’invasion des 

cellules épithéliales cervicales et intestinales. Lors de cette étude S. agalactiae a en effet été 

retrouvée au niveau des jonctions cellulaires (Soriani et al., 2006). De plus, il a été montré 

que la protéine C α en se liant à la sous-unité α1 de l’intégrine α1/β1 favoriserait ce passage 

par la voie paracellulaire (Bolduc et al., 2002; Baron et al., 2007; Bolduc and Madoff, 2007).  

D’autres facteurs vont permettre l’invasion de la bactérie par lyse cellulaire : le facteur 

CAMP s’oligomérise pour former des pores au niveau de la membrane cellulaire (Lang and 

Palmer, 2003). Le pigment hémolytique CylE par son action cytolitique permet l’invasion des 

cellules épithéliales amniotiques et du chorion (Whidbey et al., 2013).  

Enfin, certaines protéines qui ont été décrites comme ayant un rôle dans l’adhérence 

semblent également être impliquées dans l’invasion. Le mécanisme d’entrée et leur cible reste 

cependant non déterminé.  Ainsi la protéine Lmb, qui se lie à la laminine de l’hôte, 

favoriserait l’invasion des cellules de la barrière hémato-encéphalique (Spellerberg et al., 

1999; Tenenbaum et al., 2007). Le facteur HvgA est impliqué dans l’adhérence et l’invasion 

des cellules épithéliales intestinales et des cellules endothéliales de la barrière hémato-

encéphalique (Tazi et al., 2010). La protéine FbsB permet l’adhérence mais également 

l’invasion aux cellules épithéliales pulmonaires (Gutekunst et al., 2004). 

C) Facteurs d’échappement au système immunitaire 

Suite au franchissement des barrières épithéliales par S. agalactiae, une large réponse 

immunitaire est activée pour éliminer l’infection. Au niveau du vagin la réponse immunitaire 

innée fait appel notamment aux neutrophiles, mastocytes et macrophages (Patras et al., 2013;  
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Carey et al., 2014; Gendrin et al., 2015; Patras, Rösler,  et al., 2015). Plusieurs chimiokines et 

cytokines pro-inflammatoires ont également été identifiées comme réduisant la colonisation 

vaginale par S. agalactiae (Patras et al., 2013; Carey et al., 2014; Patras, Rösler, et al., 2015). 

Les mécanismes de la réponse immunitaire adaptative impliquant les lymphocytes T sont pour 

l’instant mal connus et ne semblent pas jouer de rôle majeur dans la réponse à l’infection par 

S. agalactiae (Carey et al., 2014). 

Pour permettre l’échappement au système immunitaire, la bactérie exprime plusieurs 

facteurs de virulence agissant au niveau des défenses innées ou acquises de l’hôte (Tableau 1). 

Les acides sialiques de la capsule, vont interférer avec le processus d’opsonisation et 

atténuent la réaction inflammatoire (Ali et al., 2014). D’autres facteurs interfèrent avec le 

processus d’opsonisation tels que la C5a peptidase ScpB, la protéine Sht ou la protéine BibA 

en agissant respectivement sur les composants du complément C5a, facteur H et C4bp 

(Bohnsack et al., 1991; Chmouryguina et al., 1996; Santi et al., 2007; Maruvada et al., 2009). 

 La superoxide-dismutase SodA confère une résistance au stress oxydatif, apportant à la 

bactérie une meilleure survie après sa phagocytose par les macrophages (Poyart et al., 2001). 

La hyaluronidase HylB est capable de moduler la réaction immunitaire de l’hôte grâce à la 

dégradation de l’acide hyaluronique en disaccharides. Ces derniers en se liant aux récepteurs 

des TLR2 et TLR4, vont bloquer leur voie de signalisation induisant ainsi une action 

immunosuppressive (Kolar et al., 2015).              

D’autres protéines participent à la fois à l’adhérence ou l’invasion des tissus et à la 

résistance au système immunitaire : Le pigment hémolytique CylE responsable de la lyse des 

cellules épithéliales amniotiques permet de traverser le placenta mais également de résister 

aux espèces réactives de l’oxygène par son activité anti-oxydante (Liu et al., 2004). La 

protéine FbsA intervient dans l’adhérence aux cellules épithéliales pulmonaires et 

endothéliales de la barrière hémato-encéphalique et protège la bactérie contre l’opsonisation 

(Schubert et al., 2002; Pierno et al., 2006).  

D) Le système de régulation CovR/S 

Lors du processus infectieux S. agalactiae est amenée à rencontrer différents 

environnements (épithéliums, sang, endothéliums…) dans lesquels la température, le pH, les 

nutriments disponibles et le niveau d’oxygène peuvent varier. La bactérie est capable de 

percevoir ces variations du milieu en exprimant des régulateurs qui modulent l’expression 
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des gènes impliqués dans le métabolisme ou la virulence. Les régulateurs des principaux 

facteurs de virulence sont indiqués dans le Tableau 1. Parmi les régulateurs de S. agalactiae, 

le système CovR/S est un des régulateurs centraux de la virulence (Lamy et al., 2004).  

Le régulateur CovR/S (« Control of virulence »), également appelé CsrR/S (« capsule 

synthesis regulator »), fait partie des systèmes à deux composants. Il se compose d’une 

protéine membranaire à fonction d’histidine kinase CovS et d’un régulateur cytoplasmique 

CovR. Lorsque la protéine CovS perçoit un stimulus extérieur elle active par phosphorylation 

la protéine CovR qui va venir se fixer à son domaine de liaison à l’ADN et réguler ainsi 

l’expression des gènes cibles.  

Ce système régule environ 7% du génome de S. agalactiae. Parmi ces gènes on retrouve 

des gènes codant des systèmes de transport de peptides, d’acides aminés, de sucres ou de 

métaux ainsi que des gènes de virulence (Tableau 1) (Lamy et al., 2004; Jiang et al., 2005; 

Santi et al., 2009). Un des signaux activant le système CovR/S qui a été suggéré est le pH. 

Une étude a en effet observé que le passage de la bactérie d’un milieu acide à un milieu neutre 

induisait la surexpression des facteurs de virulence régulés par le système CovR/S (Santi et 

al., 2009). Ce régulateur participerait ainsi à l’adaptation de la bactérie lors de son passage du 

vagin (pH 4,5) au liquide amniotique ou aux poumons du fœtus (pH 7).  

E) Les nutriments essentiels : l’exemple des ions métalliques 

En plus de facteurs directement impliqués dans la virulence, la bactérie doit être capable 

d’importer les nutriments dont elle a besoin pour se développer et qui vont indirectement 

permettre sa virulence. Parmi les nutriments essentiels on trouve les ions métalliques. Chez 

les bactéries, les besoins en fer ont été les plus étudiés. Le fer est en effet un cofacteur de 

nombreuses enzymes impliquées dans divers processus essentiels comme la voie des pentoses 

phosphates, la réplication de l’ADN ou la transcription (Andrews et al., 2003). Selon l’organe 

considéré, la disponibilité en métaux, dont le fer, peut être très variable et influer ainsi sur la 

virulence de la bactérie (Palmer and Skaar, 2016). Le fer a, en effet, été montré comme 

nécessaire pour la virulence de nombreuses bactéries comme S. aureus, Streptococcus 

pyogenes ou Bacillus anthracis (Choby and Skaar, 2016).  

Chez S. agalactiae le fer active notamment la chaine respiratoire améliorant sa survie dans 

un milieu aérobie ainsi que sa virulence dans un modèle murin de septicémie (Yamamoto et  
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al., 2006). Une autre étude a montré que les besoins en fer de la bactérie pour sa virulence 

sont dépendants des organes dans lesquels elle se trouve (Joubert et al., 2017).  

De plus, l’étude du transporteur de manganèse et fer MtsBCA de S. agalactiae a  montré 

que non seulement le fer mais aussi le manganèse sont essentiels au développement de la 

bactérie in vitro dans un milieu riche où la concentration en métaux est contrôlée  (Bray et al., 

2009). De la même manière la caractérisation d’un transporteur de fer et manganèse de la 

famille NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophages Protein) a montré l’importance 

de ces métaux pour la résistance au stress oxydatif ainsi que la survie de la bactérie à pH acide 

(Shabayek et al., 2016). Cependant, parmi les ions métalliques que S. agalactiae pourrait 

utiliser, peu d’études font référence au zinc. Or, comme développé dans le paragraphe suivant, 

le zinc est un métal particulièrement important chez les bactéries. L’étude de son implication 

dans la physiologie de S. agalactiae ouvre donc des perspectives intéressantes sur la 

compréhension de l’adaptation et la virulence de la bactérie.  
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II) Le zinc, un élément-trace essentiel 

1) Place du zinc chez les organismes vivants 

A) Le zinc chez l’Homme 

Le zinc est un élément essentiel pour tous les organismes vivants. Chez l’Homme, le 

zinc a été estimé comme interagissant avec 10% du protéome ce qui en fait, après le fer, le 

deuxième élément trace le plus abondant dans le corps. Plus de 300 protéines ont été décrites 

comme ayant besoin du zinc pour maintenir leur structure 3D ou pour leur activité catalytique 

(Whittaker, 1998; Zalewski et al., 2005). Parmi ces protéines, la classe la plus abondante est 

celle des facteurs de transcription dont la plupart possèdent un motif à doigts de zinc avec 

deux motifs principaux de fixation du zinc, Cys4 et Cys2His2. Le reste des protéines fixant le 

zinc est composé principalement d’enzymes avec les classes des hydrolases (peptidases et 

phosphatases) et des transférases (kinases) mais inclue également d’autres types de protéines 

comme les protéines de transport d’ions avec les canaux potassiques voltage dépendant 

(Andreini et al., 2006a).  

 

La quantité de zinc libre dans la cellule est très faible, de l’ordre du picomolaire 

(Outten and O’Halloran, 2001; Colvin et al., 2010). De plus, la concentration de zinc dans le 

corps humain est très variable selon le tissu ou l’organe considéré. Dans le plasma elle varie 

entre 12 et 16 µM dont la majorité est liée aux protéines plasmatiques comme l’albumine, 

l’alpha-2 macroglobuline et la transferrine (Rink, 2000). Le liquide céphalo-rachidien et les 

alvéoles contiennent 2,3 et 1,5 µM de zinc respectivement (Meret and Henkin, 1971; Harlyk 

et al., 1997).  

 

Le zinc tient une place importante dans le fonctionnement du système immunitaire. 

Une défaillance dans l’homéostasie du zinc perturbe de manière critique les réponses innée et 

adaptative de l’hôte envers le pathogène (Rink, 2000; Andreini et al., 2006a). Une déficience 

ou une surcharge de zinc entraine ou contribue à de nombreuses pathologies avec des degrés 

d’importance divers comme des diarrhées, des infections respiratoires, une lymphopénie, une  
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perturbation des réponses immunitaires cellulaires et médiées par les anticorps ou la maladie 

d’Alzheimer (Kawahara et al., 1997; Fischer Walker and Black, 2004; King et al., 2005).   

 

B) Le zinc chez les bactéries 

Le pourcentage de protéines liant le zinc chez les bactéries est moins important que 

chez les eucaryotes (entre 5 et 6% du protéome). Ceci peut s’expliquer notamment par le très 

faible nombre de facteurs de transcription à motifs à doigts de zinc. Contrairement aux 

eucaryotes, le zinc est principalement utilisé chez les bactéries comme cofacteur de 

métalloenzymes. Parmi ces métalloenzymes, les lactamases, les métallophosphatases et les 

peptidases sont les plus représentées (Outten and O’Halloran, 2001; Andreini et al., 2006b; 

Jacobsen et al., 2011; Begg et al., 2015). Le zinc est également retrouvé au niveau de facteurs 

de transcription ou entrant dans la structure de certaines protéines comme les protéines 

ribosomales. Une étude de 2011 a montré également qu’un peu plus de 200 protéines de 

Streptococcus pneumoniae  (8,7% de son protéome) contiennent du zinc (Sun et al., 2011). 

De par le nombre et la diversité des protéines décrites comme nécessitant du zinc, ce métal est 

ainsi impliqué indirectement dans de nombreuses fonctions essentielles pour la bactérie 

comme la transcription, la fermentation alcoolique, la synthèse de la paroi ou la virulence. Les 

protéines suivantes ont en effet été caractérisées comme fixant le zinc : des protéines 

ribosomales, l’alcool déshydrogénase, la phosphorylcholine estérase et diverses 

métalloprotéinases (Panina et al., 2003; Blue et al., 2003; Lagartera et al., 2005; Shafeeq et 

al., 2011). 

 

Si le zinc est un élément essentiel, un excès de zinc dans la bactérie peut néanmoins 

être nocif. S. pneumoniae montre par exemple, un retard de croissance lorsque la 

concentration de zinc du milieu dépasse 300 µM (Plumptre, Eijkelkamp, et al., 2014). Cette 

toxicité s’explique notamment par un effet de compétition avec d’autres métaux. En effet, à 

haute concentration le zinc peut se fixer sur des sites actifs d’enzymes utilisant d’autres 

métaux en cofacteur (Xu and Imlay, 2012; Eijkelkamp et al., 2014). Ainsi, chez S. 

pneumoniae, un excès de zinc peut gêner l’import de manganèse par le transporteur PsaCBA, 

le zinc venant interférer en se fixant au niveau de la protéine fixatrice de manganèse PsaA. Le 

manganèse ayant un rôle antioxydant, la bactérie devient ainsi sensible au stress oxydatif 

(McDevitt et al., 2011; Eijkelkamp et al., 2014).  
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Figure 8. Représentation schématique de l’immunité nutritionnelle pour les métaux de 

transition (sauf le fer) lors d’une infection bactérienne. (D’après Kehl-Fie and Skaar, 

2010) 

 

Lors d’une infection bactérienne, les cellules immunitaires recrutées mettent en place 

l’immunité nutritionnelle. Ce mécanisme consiste à diminuer la concentration extracellulaire 

et intracellulaire des métaux de transition au niveau du site de l’infection.  

 

A) Les neutrophiles sécrètent dans le milieu extracellulaire une protéine chélatrice de zinc et 

manganèse, la calprotectine, ainsi que la protéine S100A12 chélatrice de zinc et cuivre. 

B) Pour faire face à cette séquestration de métaux, la bactérie exprime des systèmes d’import 

de métaux de haute affinité.  

C) Les cellules dendritiques activées vont surexprimer leur exportateur de zinc ZnT et sous-

exprimer leur importateur de zinc ZIP afin de diminuer la quantité de zinc intracellulaire. Les 

lymphocytes T et les macrophages activés expriment un exportateur ZIP8 au niveau de leur 

lysosome permettant de le carencer en zinc. Les macrophages expriment également une 

protéine Nramp1 (Natural resistance-associated macrophage protein 1) assurant la sortie de 

manganèse du lysosome.  

C) B) A) 
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C) Utilisation du zinc comme mécanisme de défense contre les bactéries 

Les métaux de transition comme le fer, le zinc, le manganèse et le cuivre interviennent 

dans de nombreuses fonctions biologiques en servant de cofacteurs enzymatiques. Pour lutter 

contre les infections bactériennes, les vertébrés jouent sur ce besoin en séquestrant les métaux 

disponibles au niveau du site de l’infection. Ce mécanisme est nommé l’immunité 

nutritionnelle. Lors d’infections, l’organisme peut cependant appliquer le mécanisme inverse 

pour éliminer les bactéries consistant à élever la concentration des métaux de transition à un 

niveau toxique pour les bactéries.  

a) L’immunité nutritionnelle 

La séquestration des métaux par l’organisme se réalise à la fois dans le milieu 

extracellulaire au niveau du site de l’infection mais également à l’intérieur des cellules 

immunitaires recrutées. La carence en fer induite par l’hôte lors du processus infectieux est un 

des mécanismes le mieux caractérisé. Le fer peut être séquestré par des protéines de forte 

affinité comme la transferrine et la ferritine ou être gardé à l’écart des bactéries dans des 

cellules par exemple via l’hème de l’hémoglobine transportée dans les érythrocytes (Ma et al., 

2015).  

Ce mécanisme d’immunité nutritionnelle a également lieu pour le zinc. Dans ce 

mécanisme, le zinc est redistribué à différents organes comme le foie permettant de diminuer 

le taux de zinc dans le sang. Ce processus se réalise grâce à la surexpression, induite par 

l’interleukine 6,  du transporteur ZIP14 assurant l’import de zinc dans les hépatocytes (Liuzzi 

et al., 2005).  

La rétention de zinc au niveau du milieu extracellulaire du site de l’infection est 

assurée par des protéines de haute affinité pour le zinc, la famille des protéines S100. Lors 

d’une infection les neutrophiles recrutés sécrètent notamment les calprotectines (Figure 8). 

Ces protéines correspondent à un hétérodimère des protéines S100A8 et S100A9 et 

constituent entre 40 et 50% des protéines cytoplasmiques des neutrophiles (Gebhardt et al., 

2006). Les calprotectines possèdent deux motifs différents permettant de fixer le zinc ou le 

manganèse (Brodersen et al., 1999; Moroz et al., 2003; Moroz et al., 2009). Les neutrophiles 

peuvent également libérer la protéine S100A12 (calgranuline C) pour capturer le zinc et le 

cuivre (Moroz et al., 2003; Pietzsch and Hoppmann, 2009; Moroz et al., 2009).  

Au niveau du site d’infection, d’autres cellules immunitaires sont recrutées : des 

macrophages,  des lymphocytes T activés et des cellules dendritiques. Pour faciliter leur 
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action, ces cellules ayant phagocyté le pathogène diminuent la quantité de zinc au niveau de 

leur cytoplasme ou de leur lysosome pour aider à l’élimination de la bactérie. Une fois activés 

les macrophages et lymphocytes vont en effet surexprimer l’exportateur de zinc ZIP8 au 

niveau de leur lysosome (Begum et al., 2002; Aydemir et al., 2009). Les cellules dendritiques 

activées vont diminuer leur concentration intracellulaire de zinc en diminuant l’expression de 

leur importateur de zinc de la famille ZIP et en augmentant l’expression de leur exportateur de 

zinc ZnT (Figure 8). 

b) La toxicité de zinc 

Récemment il a été mis en évidence que l’hôte pouvait utiliser le zinc à des 

concentrations toxiques comme action antimicrobienne. Le taux de zinc a notamment été 

mesuré par spectrométrie de masse avec plasma à couplage inductif (ICP-MS) au sein de 

différents organes de souris infectées depuis 48h par S. pneumoniae et comparé au taux de 

zinc retrouvé chez des souris non infectées. Chez les souris infectées, le taux de zinc est 

augmenté de 2 à 24 fois selon le compartiment du corps donnant notamment des 

concentrations de 100 à 120 µM de zinc dans les poumons et le cerveau et jusqu’à 650 µM 

dans le sérum (McDevitt et al., 2011).  

Au niveau intracellulaire, au lieu d’induire une carence de zinc au niveau de leur 

phagosome, les macrophages peuvent y accumuler une quantité toxique de zinc (Djoko et al., 

2015). L’entrée du zinc dans ces cellules est en effet assurée par la famille de transporteurs 

SLC39A (Stafford et al., 2013). Le zinc est ensuite emprisonné au niveau de vésicules qui 

fusionneront avec le phagosome pour libérer leur contenu (Kapetanovic et al., 2016). De 

même, il a été observé que les neutrophiles ayant phagocyté S. pyogenes accumulent du zinc 

pour aider à l’élimination du pathogène (Ong et al., 2014).  

 

Deux stratégies antimicrobiennes jouant sur la concentration de zinc ont ainsi été mises en 

évidence. Le mécanisme permettant de passer à une carence ou une toxicité de zinc pour 

éliminer la bactérie est encore mal connu. Il semble dépendre du pathogène, de l’organe ou du 

type cellulaire infecté ainsi que de l’étape du cycle infectieux (Hood and Skaar, 2012; Djoko 

et al., 2015).  

 

Au cours de l’infection, les bactéries sont ainsi amenées à être en présence de différentes 

concentrations de zinc. L’homéostasie du zinc chez les bactéries pathogènes joue donc un rôle 

important dans leur survie, leur pathogénicité et leur virulence chez l’hôte. Pour assurer une  
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Figure 9. Représentation schématique de la réponse des bactéries à Gram – (A et C) ou à 

Gram + (B et D) suite à une carence en zinc (A et B) ou à une toxicité en zinc (C et D) 

induites par l’hôte.  (D’après Capdevila et al., 2016) 

Chez les bactéries l’homéostasie du zinc (cercle jaune) est généralement sous le contrôle d’un 

couple de régulateurs dépendant du zinc comprenant un régulateur de l’import du zinc 

(protéines Zur ou AdcR) et un régulateur de l’export du zinc (protéines ZntR ou SczA).  

Lors d’une carence de zinc (A et B), les régulateurs Zur ou AdcR vont permettre l’expression 

de transporteurs de haute affinité (ZnuD, ZnuCBA et AdcCBA) et de faible affinité (ZIP). 

Des métallochaperonnes chélatrices de zinc (croissant orange), comme la protéine ZinT, 

viennent en aide à d’autres protéines ou au transporteur ABC dans la capture de zinc, en 

redistribuant le zinc qu’elles ont fixé. En cas de carence extrême, des protéines ribosomales 

paralogues indépendantes du zinc remplacent celles dépendantes du zinc.  

En excès de zinc (C et D), les régulateurs ZntR et SczA permettent l’expression de 

transporteurs d’efflux du zinc des familles RND, CDF ou ATPase-P. Les métallochaperonnes 

et de petites molécules (cercles rouges) comme les acides aminés, les acides organiques, le 

bacillithiol ou les métallothionéines (ruban bleu) vont également fixer le surplus de zinc libre 

du cytoplasme.  

 

IM, Membrane interne; OM, Membrane externe; CM, Membrane cytoplasmique ; MT, 

méthallothionéine ; CDF, « Cation Diffusion Facilitator » ; RND, « Resistance Nodulation 

cell Division » 

A) 

D) C) 

B) 
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concentration intracellulaire optimale de zinc les bactéries sont dotées de systèmes d’import et 

d’efflux du zinc.   

2) Le maintien de l’homéostasie du zinc chez les bactéries 

Pour importer spécifiquement le zinc dont elles ont besoin ou l’exporter lorsqu’il est en 

excès, les bactéries utilisent des systèmes de transport actif de haute affinité. L’énergie de ces 

transporteurs est fournie par :  

i) l’hydrolyse de l’ATP présent au niveau du cytoplasme. Les transporteurs de type ABC 

(ATP-Binding-Cassette) et les transporteurs à ATPases de type P sont par exemple 

utilisés par les bactéries.  

ii) l’énergie obtenue par le passage couplé du zinc avec des protons ou d’autres ions à 

travers la membrane. Parmi ces systèmes, les bactéries utilisent notamment les 

transporteurs de la famille des facilitateurs de la diffusion cationique (CDF) ou les 

transporteurs à pompes d’efflux de la famille RND 

(Résistance/Nodulation/Division cellulaire). 

A) Les systèmes d’import de zinc 

Plusieurs types d’importateurs de zinc ont été décrits chez les bactéries à Gram- dont un 

transporteur de faible affinité (famille des transporteurs ZIP) et deux transporteurs de forte 

affinité (un transporteur de la famille TonB-dépendant et un transporteur de la famille des 

transporteurs ABC) (Figure 9A). Chez les bactéries à Gram +, seuls des transporteurs de la 

famille ABC ont été décrits pour l’import du zinc (Figure 9B).  

 

La protéine ZupT appartient à la famille des transporteurs de faible affinité ZIP et utilise 

la force proton motrice comme énergie au fonctionnement du système (Figure 9A). Cette 

perméase a été décrite chez E. coli comme assurant le transport de plusieurs cations 

métalliques (le fer, le zinc et le cobalt) mais avec une plus grande  spécificité pour le zinc 

(Grass et al., 2002; Grass et al., 2005).  

 

Le transporteur de haute affinité ZnuD initialement découvert chez Neisseria meningitidis 

permet l’import de zinc au niveau de l’espace périplasmique (Figure 9A) (Stork et al., 2010;  
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Calmettes et al., 2015). Ce transporteur appartient à la famille des récepteurs TonB-dépendant 

c’est-à-dire nécessitant l’énergie fournit par le complexe TonB/ExbB/ExbD situé au niveau de 

la membrane interne. Dans ce système, le passage du substrat dans l’espace périplasmique est 

couplé à un gradient de protons au niveau de la membrane interne (Noinaj et al., 2010).  

 

Les transporteurs de type ABC sont des transporteurs tripartite de haute affinité retrouvés 

chez les bactéries à Gram + et - (Dintilhac et al., 1997; Gabbianelli et al., 2011; Cerasi et al., 

2013). Le transporteur ABC, appelé ZnuCBA chez les bactéries à Gram- et AdcCBA chez les 

bactéries à Gram+, se compose d’une protéine de fixation du substrat (ZnuA ou AdcA), d’une 

protéine transmembranaire (ZnuB ou AdcB) permettant le passage du substrat à travers la 

membrane plasmique et d’une ATPase (ZnuC ou AdcC) fournissant l’énergie nécessaire au 

fonctionnement du transporteur (Figure 9A et B). La structure et le mécanisme de  

fonctionnement de ce type de transporteur sont détaillés un peu plus loin. Chez certaines 

bactéries Gram – comme Escherichia coli, en cas de carence extrème, le transporteur ABC 

ZnuCBA nécessite une protéine auxilliaire de capture du zinc, la métallochaperonne 

périplasmique nommée ZinT (ou YodA) (Figure 9A) (Graham et al., 2009; Petrarca et al., 

2010). Les métallochaperonnes sont des protéines chélatrices assurant le transport d’un métal 

à travers un compartiment bactérien (périplasme, cytoplasme) et constituent un réservoir de 

métal disponible pour les protéines en ayant besoin. L’analyse cristallographique de la 

protéine ZinT a révélé qu’elle possède des motifs de fixation au zinc communs avec les 

protéines des différents transporteurs ABC de zinc dont une boucle riche en histidine en N-

terminal retrouvée chez ZnuA (transporteur ZnuCBA) et une triade d’histidine en C-terminal 

retrouvée chez AdcA (transporteur AdcCBA) (Yatsunyk et al., 2008; Petrarca et al., 2010; 

Plumptre, Eijkelkamp, et al., 2014).  

B) Les systèmes d’export de zinc 

Différents exportateurs de zinc ont été décrits chez les bactéries dont les principaux sont 

les ATPases de type P, les transporteurs de la famille des facilitateurs de la diffusion 

cationique (CDF) et les transporteurs à pompes d’efflux de la famille RND 

(Résistance/Nodulation/Division cellulaire) (Figure 9C et D). Selon les bactéries plusieurs 

systèmes d’export du zinc peuvent être présents.  

Les ATPases-P sont constituées de 6 ou 8 segments transmembranaires formant un pore 

pour le passage du zinc à travers la membrane plasmique. L’énergie nécessaire pour le 
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fonctionnement de ce système est fournie par l’hydrolyse d’ATP au niveau d’une boucle 

cytoplasmique située entre les domaines transmembranaires six et sept. Un motif de fixation 

du zinc est retrouvé au niveau des segments transmembranaires six à huit. Ce motif se 

compose d’une séquence CPC (Cystéine-Proline-Cystéine) au niveau du sixième domaine 

transmembranaire, d’une lysine au niveau du septième domaine transmembranaire, d’une 

asparagine et d’une glycine au niveau du huitième domaine transmembranaire (Argüello et 

al., 2007). Chez les bactéries à Gram + et - , les ATPases-P transportant le zinc ont été 

nommées ZntA (Figure 9C et D) (Beard et al., 1997; Xiong and Jayaswal, 1998). Chez E. 

coli, la protéine ZntA lie le zinc via un motif CxxC situé au niveau N-terminal de la protéine 

(Banci et al., 2002).  Malgré la spécificité pour leur substrat ces pompes peuvent également 

transporter d’autres métaux. Les ATPases de zinc sont capables de transporter du cadmium et 

les ATPases de cobalt peuvent transporter du cadmium et du zinc (Argüello et al., 2007; 

Smith et al., 2015; Smith et al., 2017).  

 

Les transporteurs CDF constituent une large famille de transporteurs de métaux divalents 

et jouent un rôle important dans l’homéostasie intracellulaire des métaux chez les trois 

domaines du vivant (Kolaj-Robin et al., 2015). Ces transporteurs sont généralement composés 

de six domaines transmembranaires. Le transport du substrat se réalise contre un gradient 

électrochimique à travers la membrane plasmique. Pour leur fonctionnement, ces 

transporteurs utilisent l’énergie fournie par le passage d’un co-substrat dans le sens de son 

gradient, que ce soit en symport ou antiport (Haney et al., 2005). Chez E. coli, deux CDF 

d’export du zinc ont été identifiés YiiP et ZitB (ou CzcD) (Figure 9C) (Grass et al., 2001; Lu 

and Fu, 2007). Le système YiiP est un des transporteurs les mieux caractérisés dans la famille 

des CDF. Son mécanisme de fonctionnement consiste en une alternance de transport entre le 

zinc et les protons qui conduit à un changement de conformation permettant le déplacement 

du zinc à travers la membrane (Coudray et al., 2013). Ce système transporte avec la même 

efficacité le zinc et le cadmium et a également été décrit comme permettant l’efflux de fer 

(Grass, Otto, et al., 2005; Hoch et al., 2012). Chez les bactéries Gram +, l’efflux du zinc se 

réalise par le transporteur CzcD (Figure 9D) (Kloosterman et al., 2007). Chez S. pneumoniae, 

ce transporteur représente le principal système de résistance à l’excès de zinc. Contrairement 

au même système présent chez E. coli, il assure l’efflux d’un seul métal. Un motif permettant 

cette spécificité a été mis en évidence au niveau du domaine transmembranaire du 

transporteur.   
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Figure 10. Principales familles des métallo-régulateurs du zinc. (D’après Ma et al., 2009) 

 

Les familles des métallo-régulateurs du zinc sont subdivisées en deux groupes selon qu’elles 

régulent l’efflux (régulateurs au-dessus de la ligne pointillée) ou l’import (régulateurs en-

dessous de la ligne pointillée) de métaux au sein de la bactérie. Les métaux détectés dans 

chaque famille de régulateurs sont soulignés en rouge dans le tableau périodique. Le 

mécanisme d’action de chaque famille de régulateur est indiqué sur la droite du tableau 

périodique (dé-répression, activation ou co-répression) suivi de la structure des domaines des 

régulateurs intervenant dans la liaison aux séquences spécifiques d’ADN. La structure d’un 

régulateur de chaque famille est représentée avec dans l’ordre de haut en bas : 1) régulateur de 

l’export du cuivre d’E. coli CueR fixant un atome de cuivre en rouge ; 2) complexe du 

régulateur de la résistance à la tétracycline-magnésium de S. pneumoniae  SczA à une de ses 

séquences spécifiques d’ADN ;  3) forme apo du régulateur de l’import du zinc de B. subtilis 

avec les deux atomes de zinc pouvant être fixés en jaune ; 4) complexe du régulateur de la 

résistance aux espèces réactives de l’oxygène de B. subtilis à une de ses séquences spécifiques 

d’ADN. 

 

Winged helix : hélice à deux grandes boucles ou « hélice ailée » 
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Il se compose de deux histidines et deux acides aspartiques (HD-HD) (Martin and Giedroc, 

2016). Chez E. coli ce motif ne possède qu’une histidine (DD-HD) expliquant la moins 

grande spécificité du transporteur pour le zinc.  Chez S. agalactiae un homologue de la 

protéine CzcD de S. pneumoniae est présent avec 51% d’identité protéique (avec le motif HD-

HD) mais n’a pas été étudié. 

 

Le système d’efflux du zinc CzcCBA, retrouvé chez les bactéries Gram -, fait partie des 

transporteurs à pompes d’efflux de la famille RND (Figure 9C). Il permet le passage du zinc 

du périplasme vers l’extérieur de la cellule ou du cytoplasme directement vers le milieu 

extérieur. Cet antiport zinc-proton, utilisant comme énergie la force protomotrice, est un 

système à trois composants (Nies, 1995). La pompe d’efflux CzcA de la famille RND, est 

localisée au niveau de la membrane interne et se prolonge dans le périplasme. Elle est 

associée à la porine CzcC de la famille OMF (Outer Membrane Factor) insérée dans la 

membrane externe et présentant également un long prolongement périplasmique. La troisième 

protéine CzcB de la famille MFP (Membrane Fusion Protein) permet de consolider le lien au 

niveau du périplasme entre les deux protéines précédentes. Chez Ralstonia metallidurans, ce 

système a notamment été associé à la résistance à des concentrations toxiques des métaux 

zinc, cobalt, cadmium et nickel (Saier et al., 1994; Mergeay et al., 2003).  

 

Le zinc ne pouvant être synthétisé ou dégradé, son homéostasie est donc assurée par un 

ensemble de processus permettant un équilibre entre l’entrée et la sortie de ce métal de la 

bactérie. L’expression des différents acteurs de cet équilibre doit donc être finement régulée. 

 

C) Régulation des transporteurs de zinc 

En réponse à un excès ou une carence de zinc les bactéries vont exprimer un ensemble de 

gènes sous le contrôle de facteurs de transcription, dépendant du zinc, nommés également 

protéines métallorégulatrices. La régulation du zinc est principalement assurée par quatre 

familles de métallorégulateurs : Fur, MarR pour la régulation de l’import du zinc et MerR, 

TetR pour la régulation de l’export du zinc (Figure 10). 

a) Régulation des systèmes d’import du zinc 

Chez les bactéries à Gram -, l’import de zinc est sous le contrôle de la protéine Zur. Ce 

régulateur fait partie de la famille des métallorégulateurs Fur. Le nom de cette famille vient 
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du premier membre de cette famille caractérisé chez E. coli, le régulateur Fur « Fe-regulated 

uptake repressor » qui contrôle le métabolisme du fer chez la plupart des bactéries à Gram - 

(Andrews et al., 2003). Cette famille comprend également les régulateurs Mur, Nur de 

l’import de manganèse/fer et de nickel respectivement (Figure 10) (Díaz-Mireles et al., 2004; 

Ahn et al., 2006). Le nombre de gènes régulés par la protéine Zur varie selon les espèces mais 

inclue à chaque fois l’opéron des gènes codant le transporteur ZnuCBA ainsi qu’un ou 

plusieurs gènes codant des protéines ribosomales paralogues indépendantes du zinc (protéines 

L31*, L33* ou S14* chez E. coli ou B. subtilis) remplaçant les protéines ribosomales 

dépendantes du zinc (Figure 9A) (Panina et al., 2003; Natori et al., 2007; Graham et al., 2009; 

Gilston et al., 2014; Shin and Helmann, 2016). Les métallochaperonnes chélatrices de zinc 

présentes chez certaines bactéries comme B. subtilis (YciC et ZinT) ou E. coli (ZinT) sont 

également régulées par la protéine Zur (Gaballa and Helmann, 1998; Gaballa et al., 2002;  

Graham et al., 2009). Le régulateur Zur est une protéine dimérique fixant deux ou plusieurs 

atomes de zinc selon les espèces (Outten et al., 2001; Lucarelli et al., 2007; Shin et al., 2011). 

Un atome de zinc intervient dans la structure de la protéine Zur alors que les autres atomes 

favorisent son repliement pour permettre sa fixation au niveau de séquences spécifiques 

d’ADN localisées au niveau de la région promotrice des gènes à réguler. En présence de zinc, 

les gènes codant l’importateur de zinc ZnuCBA sont donc réprimés évitant l’excès de zinc 

dans la bactérie. Lorsque la concentration de zinc diminue, la protéine Zur, dépourvue de 

zinc, se décroche de l’ADN, dé-réprimant les gènes codant le transporteur ZnuCBA ainsi que 

ceux codant les protéines ribosomales paralogues indépendantes du zinc et les 

métallochaperonnes.  

 

La régulation de l’import de zinc chez les bactéries à Gram + est contrôlée par les 

régulateurs de la famille MarR (Multiple antibiotic resistance Regulator) qui constituent un 

groupe de régulateurs transcriptionnels régulant négativement l’expression des gènes 

impliqués dans l’import de métaux, le stockage de métaux et les réponses liées à un manque 

de métaux (Figure 10) (Reyes-Caballero et al., 2010; Guerra et al., 2011). Les membres de 

cette famille modulent également l’expression des gènes codant des protéines impliquées dans 

de nombreux processus cellulaires (voies métaboliques, stress antibiotique et antimicrobien, 

stress oxydatif, facteurs de virulence…) (Wilkinson and Grove, 2006; Ellison and Miller, 

2006; Grove, 2017). Chez les streptocoques, l’équivalent du régulateur Zur est la protéine  

AdcR (Figure 9B). La protéine AdcR de S. pneumoniae agit à la fois comme activateur et  
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Figure 11. Schéma de régulation des gènes cibles de la protéine AdcR chez S. 

pneumoniae.  (D’après Shafeeq et al., 2011) 

 

En présence d’une quantité suffisante de zinc dans le milieu intracellulaire, la protéine AdcR 

réprime l’expression des opérons adcRCBA, lmb-phtD et des gènes phtA, phtB, et phtE et 

active l’expression du gène adh.  

 

lmb = adcAII 
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répresseur. Elle réprime l’opéron adcRCBA et les gènes phtA, phtB, phtD et phtE codant le 

transporteur ABC de zinc (Ogunniyi et al., 2009; Shafeeq et al., 2011) et active l’expression 

du gène adh codant l’alcool déshydrogénase (Figure 11) (Reyes-Caballero et al., 2010; 

Shafeeq et al., 2011). Chez cette bactérie le répresseur AdcR est actif à partir de quelques 

micromolaire de zinc dans le milieu extérieur (Shafeeq et al., 2011). Chez S. suis et S. 

pyogenes, il a également été montré que la protéine AdcR réprime l’expression d’une protéine 

ribosomale paralogue indépendante du zinc (Aranda et al., 2009; Sanson et al., 2015). 

L’analyse cristallographique de la protéine chez S. pneumoniae a révélé que cet 

homodimère présente deux motifs de fixation du zinc par monomère. Le premier site est de 

haute affinité pour le zinc et apparait nécessaire et suffisant au fonctionnement du régulateur 

(Reyes-Caballero et al., 2010; Guerra et al., 2011). Le second site de fixation est de faible 

affinité et son rôle dans la répression des gènes du transporteur ABC lors d’une carence de 

zinc a été décrit comme moins important chez S. pyogenes  (Makthal et al., 2017). Cependant, 

des souches de S. pyogenes mutantes pour le premier ou le deuxième site de fixation du zinc 

de la protéine AdcR s’avèrent significativement moins virulentes que la souche WT suggérant 

un rôle joué par les deux motifs in vivo. Le premier site de fixation se compose de trois 

histidines et d’un acide glutamique. Lorsque la concentration intracellulaire de zinc est 

suffisante pour la bactérie, du zinc est fixé au niveau du premier site sur chaque monomère, 

induisant un changement de conformation de la protéine AdcR. La protéine AdcR est alors 

dans une conformation active où elle possède une forte affinité pour des séquences d’ADN 

spécifiques. Des expériences de mobilité sur gel ont montré que le régulateur AdcR de S. 

pneumoniae se fixe au niveau de séquences conservées palindromiques en amont des gènes 

codant le transporteur ABC de zinc réprimant ainsi leur expression (Figure 11) (Ogunniyi et 

al., 2009; Reyes-Caballero et al., 2010; Shafeeq et al., 2011). Ce mécansime de co-répression, 

induit par la liaison de zinc au niveau de la protéine AdcR, est unique parmi les membres de 

la famille MarR. Mis à part quelques exceptions, la liaison des ligands aux régulateurs de 

cette famille entraine une diminution de l’affinité de ces régulateurs pour leur séquence 

d’ADN entrainant la dé-répression des gènes qu’ils régulent. 

La protéine AdcR de S. pneumoniae a également été décrite comme pouvant fixer du 

manganèse et du cobalt à la place du zinc mais avec une affinité plus faible. Ce changement 

de métal pourrait ainsi modifier l’expression du régulon de la protéine AdcR (Reyes-

Caballero et al., 2010). Cet effet a notamment été observé en présence d’un autre métal, le 

nickel. Les gènes codant le transporteur ABC de zinc sont en effet surexprimés avec 
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l’augmentation de la concentration en nickel du milieu (Manzoor, Shafeeq, Afzal, et al., 

2015). Le même effet a été observé avec la protéine PsaR, de la famille MarR, régulant les 

gènes codant l’importateur de manganèse PsaCBA. La fixation de manganèse par ce 

régulateur réprime l’expression des gènes psaCBA alors que la fixation de zinc, ou nickel 

active leur expression (Kloosterman et al., 2008; Manzoor, Shafeeq, Kloosterman, et al., 

2015; Manzoor, Shafeeq, and Kuipers, 2015). Le passage du manganèse au zinc étant facilité 

dans ce cas par une fixation imparfaite du manganèse au régulateur (Couñago et al., 2014).  

b) Régulation des systèmes d’export du zinc 

Chez les bactéries à Gram -, l’efflux de zinc est sous le contrôle de la protéine ZntR 

(Figure 9C) (Singh et al., 1999; Ma et al., 2009). Cette protéine appartient à la famille des 

métallorégulateurs MerR pour « Mercuric ion resistance regulator » car la première protéine 

de cette famille ayant été identifiée régule les gènes impliqués dans la résistance au mercure 

(Lund et al., 1986). Cette famille comprend une large classe de régulateurs fonctionnant 

presque tous exclusivement comme activateurs transcriptionnels des gènes responsables de 

l’efflux des métaux, de la résistance aux antibiotiques ou au stress oxydatif (Figure 10) 

(O’Halloran et al., 1989; Lund and Brown, 1989; Permina et al., 2006). Les régulateurs de 

l’efflux des métaux de cette famille possèdent une boucle de liaison des métaux comprenant 

un motif spécifique pour chaque métal. Cette famille de régulateurs possède un mécanisme 

d’activation des gènes qui leur est spécifique (O’Halloran et al., 1989). Les séquences d’ADN 

reconnues par les régulateurs de cette famille ont la particularité d’avoir les boites promotrices 

-35 et -10 espacées de 19 à 20 pb provoquant une faible affinité de l’ARN polymérase pour 

cette région. En excès de zinc, le régulateur ZntR fixe un atome de zinc, augmentant son 

affinité pour sa séquence d’ADN spécifique. La liaison de la protéine ZntR déforme la double 

hélice d’ADN amenant les boites -35 et -10 dans une position augmentant l’affinité de l’ARN 

polymérase pour cette zone (Brown et al., 2003). Les gènes responsables de l’efflux de zinc 

sont ainsi activés.    

 

La régulation de l’efflux de zinc chez les bactéries à Gram + est principalement contrôlée 

par le régulateur SczA (Figure 9D). Ce régulateur est un homodimère de la famille TetR pour 

« Tetracycline Repressor » venant du premier membre identifié (Izaki et al., 1966). Cette 

famille de régulateurs est associée à la résistance aux antibiotiques ainsi que la régulation des 

gènes codant des exportateurs de petites molécules dont les métaux (Figure 10). Les membres 

de cette famille fixent une large variété de ligands comme des antibiotiques, des molécules  
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intervenant dans la signalisation cellule-cellule ou des métabolites intervenant dans les 

métabolismes carboné, lipidique, ou des acides aminés (Ma et al., 2009; Cuthbertson and 

Nodwell, 2013).  Chez S. pneumoniae le régulateur SczA agit à la fois comme un activateur et 

un répresseur. En carence de zinc, la protéine SczA agit comme répresseur en se fixant au 

niveau d’une séquence palindromique dans la région promotrice du gène czcD codant 

l’exportateur de zinc. En excès de zinc, le zinc vient se fixer au niveau du régulateur SczA 

diminuant son affinité pour la séquence qu’il fixe. Le régulateur SczA vient alors occuper un 

autre site en amont du promoteur du gène czcD dé-réprimant ainsi ce gène (Kloosterman et 

al., 2007). Le mécanisme induisant le passage du régulateur d’un site à l’autre est encore 

indéterminé. Chez S. pneumoniae, le régulateur SczA est actif à partir d’une concentration en 

zinc du milieu de culture supérieure à 10-20 µM (Jacobsen et al., 2011; Shafeeq et al., 2011). 

Le régulateur SczA est conservé chez les streptocoques. Pour S. agalactiae l’homologue du 

régulateur SczA présente une identité protéique de 48% avec celui de S. pneumoniae (Martin 

et al., 2017). La structure cristallographique de ce régulateur a été obtenue chez S. agalactiae 

et montre deux sites de fixation du zinc distincts et situés aux deux extrémités de la protéine. 

La composition du motif situé en N-terminal est conservée chez les streptocoques alors que 

celle du motif C-terminal varie. La présence des deux motifs de fixation du zinc est cependant 

requise pour le fonctionnement du régulateur et indirectement pour la résistance de S. 

pneumoniae à la toxicité de zinc ainsi qu’à la résistance aux macrophages (Martin et al., 

2017).  

 

L’homéostasie du zinc chez les bactéries est donc médiée par des protéines régulatrices 

régulant les systèmes d’import et d’efflux du zinc, les métallochaperonnes chélatrices de zinc 

et les protéines paralogues indépendantes du zinc. L’homéostasie du zinc fait également appel 

à l’utilisation de petites molécules fixatrices de zinc permettant de fixer l’excédent de zinc 

cytoplasmique (Colvin et al., 2010). Ces petites molécules peuvent être des acides aminés, 

des acides organiques, du glutathion ou encore des petites protéines riches en cystéine comme 

les métallothionéines (Maret, 1994; Helbig et al., 2008; Ma et al., 2014). Le glutathion joue, 

par exemple, un rôle important dans la résistance au stress oxydatif ainsi que la toxicité au 

zinc chez S. pneumoniae (Potter et al., 2012). Une protéine homologue de l’importateur du 

glutathion de S. pneumoniae est présente chez S. agalactiae avec 49% d’identité protéique. 

L’ensemble de ces mécanismes est résumé en Figure 9.  
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Figure 12. Mécanisme de fonctionnement des importateurs de la superfamille des 

transporteurs ABC. (D’après Wilkens, 2015) 

 

Pour importer son substrat la SBP du transporteur va tout d’abord fixer son substrat au niveau 

du milieu extérieur. Elle va ensuite se lier au dimère de TMD puis chaque NBD va fixer une 

molécule d’ATP et un ion magnésium. La dimérisation des NBD entraine le passage du 

transporteur ABC dans une conformation fermée où le substrat se retrouve au niveau d’une 

cavité (motif de fixation) formée par le dimère de TMD. L’hydrolyse de l’ATP puis la 

dissociation des NBD permet le passage du substrat à l’intérieur de la cellule.  

 

NBD : domaine de liaison des nucléotides 

TMD : domaine transmembranaire 

SBP : protéine de liaison du substrat 

In : cytoplasme bactérien 

Out : milieu extérieur 
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III) Les transporteurs de zinc de type Adc 

1) Généralités sur les transporteurs ABC 

Cette famille de transporteurs est présente dans les trois domaines du vivant et représente 

actuellement la famille de protéines la plus vaste. Une étude a montré qu’entre 1 et 3% du 

génome des procaryotes et archées code des sous-unités des transporteurs ABC (Tomii and 

Kanehisa, 1998) . Cette famille assure le transport  d’un large spectre de substrats allant des 

petites molécules inorganiques et organiques comme les acides aminés, les sucres, les 

nucléosides, les vitamines et les métaux aux plus grands composés comme les peptides, des 

molécules lipidiques, des oligonucléotides et polysaccharides.   

Les transporteurs ABC font partie des transporteurs actifs primaires : l’énergie dégagée 

par la liaison et l’hydrolyse de l’ATP est couplée au transport unidirectionnel de substrats à 

travers la membrane. Ils appartiennent à la famille des « nucleotide triphosphate hydrolases » 

(NTPases) à boucle P (phosphate binding loop). Les transporteurs ABC sont divisés en deux 

sous-types selon le sens de la molécule transportée : les exportateurs et les importateurs. Les 

procaryotes utilisent les deux sous-types de transporteurs ABC alors que les eucaryotes, à 

quelques exceptions près, ne possèdent que des exportateurs.  

A) Structure générale des transporteurs ABC 

Les transporteurs ABC sont composés typiquement de quatre unités fonctionnelles 

comprenant : deux domaines cytoplasmiques NBD (NBD1 et NBD2) et deux domaines 

transmembranaires (TMD1 et TMD2) (Figure 12). 

Le domaine de liaison des nucléotides (NBD) est un domaine conservé au sein des 

différents types de transporteurs ABC. Ce domaine est responsable de la liaison et de 

l’hydrolyse de l’ATP qui fournit l’énergie nécessaire au système pour le transport de 

molécules. Dans un transporteur ABC, deux domaines NBD forment un sandwich inversé 

piégeant deux molécules d’ATP à l’interface du dimère (Figure 12). Cette dimérisation est 

induite par la liaison du nucléotide (Smith et al., 2002). Le domaine catalytique de l’ATPase  
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Figure 13. Diversité de structure des transporteurs ABC chez les bactéries. (D’après 

Biemans-Oldehinkel et al., 2006) 

A) Représentation d’importateurs  d’une bactérie à Gram – E. coli  :  Nik, transporteur  de  

nickel ;  Mal,  transporteur  de  maltose/dextrine ;  Btu,  transporteur  de  vitamine  B12 ; Fhu, 

transporteur  de  sidérophore/hème/vitamine  B12 ;  Rbs,  transporteur  de  ribose.  

B) Représentation d’importateurs  de  bactéries  à Gram  + et  d’Archées :  Opp,  transporteur  

d’oligopeptides de Lactococcus lactis; Glc, transporteur de glucose de Sulfolobus 

solfataricus; OpuA, transporteur de glycine betaïne  de  L.  lactis;  Gln,  transporteur  de  

glutamine/acide  glutamique  de  L.  lactis. 

 

Forme de pac-man : protéines de liaison du substrat 

Rectangle : Domaines  transmembranaires   

Ovale : Domaines  nucléotidiques  
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de ces transporteurs possède un motif caractéristique (LSGGQ). Ce motif, appelé « motif 

signature des ABC transporteurs » ou encore boucle C, est à l’origine du nom des 

transporteurs ABC pour ATP-Binding Cassette (Walker et al., 1982; Higgins et al., 1986). 

Le domaine transmembranaire (TMD) des transporteurs ABC est le domaine responsable 

du passage du substrat à travers la membrane plasmique. Un transporteur ABC possède deux 

domaines transmembranaires TMD1 et TMD2 composés d’hélices α assemblées pour former 

un pore transmembranaire accessible par le cytoplasme ou l’extérieur de la cellule (Figure 

12). Contrairement aux domaines NBD, la séquence primaire, la taille, l’architecture et le 

nombre d’hélices α des domaines transmembranaires varie considérablement selon les 

transporteurs ABC. Cette absence de conservation de structure est due à la diversité des 

substrats transportés. Le mode de liaison du substrat aux domaines TMD varie également 

selon le type de substrat et le sens du transport.  

A partir de cette structure minimale de quatre domaines une grande diversité 

d’architecture et de topologie est retrouvée parmi les transporteurs ABC (Holland and Blight, 

1999). En plus des quatre domaines, les importateurs bactériens ont besoin d’une sous-unité 

supplémentaire responsable de la capture du substrat appelée Substrate Binding Protein 

(SBP), qui transfert ensuite le substrat au domaine TMD. Chez les bactéries à Gram -, cette 

sous-unité est une protéine soluble entre 30 et 50 kDa retrouvée au niveau du périplasme alors 

que chez les bactéries Gram + cette sous-unité est une lipoprotéine ancrée du côté du feuillet 

externe de la membrane (Figure 13).  

B) Mécanisme de fonctionnement des transporteurs ABC 

Les transporteurs ABC permettent le passage de leur substrat dans une direction unique 

(import ou export). Ces transporteurs partagent des étapes élémentaires dont l’ordre exact 

reste encore à déterminer (Figure 12) :  

i) la liaison du substrat à la SBP (pour les importateurs) ou directement aux TMD,  

ii) la liaison de deux molécules d’ATP et d’ions Mg
2+

 aux NBD puis la dimérisation des 

NBD,  

iii) le changement de conformation des TMD avec leur ouverture de l’extérieur vers 

l’intérieur de la cellule pour les importateurs (ou inversement pour les exportateurs), 
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Figure 14. Organisation des gènes et représentation du transporteur ABC de zinc de S. 

pneumoniae.  

 

A) Le transporteur ABC de zinc de S. pneumoniae se compose d’un translocon formé de la 

protéine transmembranaire AdcB et de l’ATPase AdcC, de deux protéines de liaison du 

substrat AdcA et AdcAII ancrées à la membrane et de quatre protéines à motif de triade 

d’histidine nommées Pht aidant la protéine AdcAII dans l’acquisition du zinc.  

B) Les gènes adcC, adcB et adcA sont en opéron avec le gène adcR. Les gènes pht sont 

arrangés par paires (phtD/phtE et phtA/phtB). Le gène phtD forme un opéron avec le gène 

adcAII alors que les autres gènes pht sont monocistroniques. La position des promoteurs et 

des terminateurs est indiquée. Les sites de fixation de la protéine AdcR au niveau de sa 

séquence spécifique d’ADN sont représentés par un carré noir.  

AdcR box 
Terminateur Rho 
indépendant Promoteur 
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B) 
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iv)  l’hydrolyse d’ATP, la libération d’ADP et de phosphate inorganique avec la libération 

du substrat concomitante à la dissociation des deux NBD pour entamer un nouveau 

cycle.  

2) Structure des transporteurs de type Adc 

A) Organisation générale des transporteurs de type Adc 

Les transporteurs de type Adc sont des systèmes de haute affinité assurant  l’import du 

zinc dans la bactérie. Le nom d’Adc pour « adhesion competence operon » a été donné 

initiallement au transporteur de zinc de S. pneumoniae suite à la recherche de gènes dont la 

mutation affecte la compétence pour la transformation génétique de la bactérie. Le terme 

« adhesion » vient de l’identité de séquence observée entre AdcA et d’autres protéines de 

transporteurs ABC dont un second rôle dans l’adhérence a été décrit (Dintilhac and Claverys, 

1997). Parmi ces protéines, nous retrouvons les protéines PsaA et FimA, faisant partie des 

transporteurs ABC de manganèse de S. pneumoniae et Streptococcus parasanguis 

respectivement. Les transporteurs Adc appartiennent à la superfamille des transporteurs ABC 

et à la famille 3.A.1.15 c’est-à-dire la famille des transporteurs de manganèse, zinc et fer.  

 Les transporteurs de type Adc se composent d’une protéine transmembranaire AdcB 

formant un pore pour le passage du substrat du milieu extérieur vers le cytoplasme, d’une 

ATPase AdcC fournissant l’énergie pour le fonctionnement du système et d’une à trois copies 

de protéines de fixation du substrat nommées AdcA ou AdcAII (Dintilhac and Claverys, 

1997; Loisel et al., 2008; Bayle et al., 2011). Ce transporteur possède également entre une et 

cinq protéines de type Pht (Polyhistidine triad protein), présentes au niveau de la paroi et 

venant aider la ou les protéines de type AdcAII dans le recrutement de zinc (Figure 14A) 

(Adamou et al., 2001; Loisel et al., 2008; Plumptre, Hughes, et al., 2014).  

Parmi les streptocoques, S. thermophilus possède par exemple la version de base du 

transporteur avec une copie des protéines AdcR, AdcC, AdcB et AdcA. Les streptocoques, 

dont le transporteur de zinc a été étudié, comme S. pneumoniae, Streptococcus suis et S. 

pyogenes possèdent deux SBP : une protéine de type AdcA et une protéine nommée 

respectivement AdcAII, Lmb et Lbp (Lsp ou Lmb) ainsi qu’une protéine de type Pht nommée 

PhtD, HtpS (HtpsA) et HtpA respectivement (Figures 14A, 15A et B) (Kunitomo et al., 2008; 

Linke et al., 2009; Shao et al., 2011; Bersch et al., 2013; Shao et al., 2013). S. suis possède  
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Figure 15. Diversité d’organisation des gènes et de composition du transporteur ABC de 

zinc parmi quelques exemples de streptocoques.   

L’organisation des gènes et la représentation du transporteur ABC de zinc pour S.suis (A), S. 

pyogenes (B) et S. agalactiae (C) est repésentée. La position des promoteurs et des 

terminateurs est indiquée.   

Terminateur  Promoteur IS : Séquence d’insertion 

A) 

B) 

C) 

adcB adcA adcC adcR 

lmb htpsA 

htpsB 

adcB adcC adcR 

lbp htpA c5a peptidase 

adcA 

IS 

adcB adcC adcR 

adcA 

lmb sht c5a peptidase 

shtII 

IS IS 

adcAII 

AdcA Paroi 

Cytoplasme 

Membrane 

Capsule 

Zn
2+ 

 

HtpsA HtpsB 

 

Lmb 

AdcB 

ATP AdcC 

ADP + Pi 

AdcA Paroi 

Cytoplasme 

Membrane 

Capsule 

Zn
2+ 

 

HtpA 

Lbp 

AdcB 

ATP AdcC 

ADP + Pi 

AdcA Paroi 

Cytoplasme 

Membrane 

Capsule 

Zn
2+ 

 

ShtII Sht 
 

AdcAII 

AdcB 

ATP AdcC 

ADP + Pi 

Lmb 
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une seconde protéine de type Pht nommée HtpsB (Figure 15A) (Li et al., 2015).  L’espèce S. 

pneumoniae a la particularité de posséder entre deux et cinq copies des protéines de type Pht 

selon les souches (Figure 14A) (Plumptre et al., 2012; Plumptre, Hughes, et al., 2014). 

B) Organisation génétique des transporteurs de type Adc 

Au sein du genre Streptococcus, les gènes adcR, adcC, adcB, adcA sont conservés mais 

leur organisation diffère selon les espèces (Panina et al., 2003).  Chez S. pneumoniae et S. 

suis, les gènes codant les protéines AdcC, AdcB et AdcA sont en opéron avec un gène codant 

la protéine régulatrice AdcR (Figures 14B et 15A) (Dintilhac and Claverys, 1997; Aranda et 

al., 2008). Chez S. pyogenes, les gènes adcR, adcC, adcB, forment un opéron et le gène adcA, 

retrouvé plus loin sur le génome, est monocistronique (Figure 15B) (Brenot et al., 2007). 

Chez S. pneumoniae, S. suis et S. pyogenes, les gènes adcAII, lmb et lbp, présents à un autre 

endroit du génome que l’opéron adcRCB, sont en opéron avec les gènes phtD, htpS (htpsA) et 

htpA respectivement (Figures 14B, 15A et 15B) (Kunitomo et al., 2008; Shao et al., 2011; 

Loisel et al., 2011; Shao et al., 2013). S. suis possède un deuxième gène htpsB 

monocistronique sans second gène lmb (Figure 15A) (Li et al., 2015). Chez S. pneumoniae, 

les gènes codant les protéines Pht sont eux arrangés par paires : phtA/phtB ; phtD/phtE et sont 

monocistroniques à l’exception du gène phtD formant un opéron avec le gène adcAII (Figure 

14B) (Adamou et al., 2001; Rioux et al., 2011).  

 

Chez S. agalactiae, nous avons retrouvé sur les génomes séquencés de la bactérie 

l’opéron adcRCB ainsi que le gène adcA avec la même organisation génétique que S. 

pyogenes (Figure15C). Deux protéines homologues aux protéines AdcAII et PhtD de S. 

pneumoniae avaient précédemment été identifiées et nommées Lmb et Sht respectivement 

(Spellerberg et al., 1999; Maruvada et al., 2009). Les gènes lmb et sht ont la même 

organisation que leurs homologues de S. pneumoniae, en opéron (Figure 15C). Cependant en 

amont de cet opéron est présent le gène scpB codant une peptidase C5a impliquée dans 

l’échappement au système immunitaire par clivage du composé C5a du complément 

(Bohnsack et al., 1991; Chmouryguina et al., 1996). L’ensemble est localisé au niveau d’un 

transposon de 16 kb entouré par deux séquences d’insertions (ISSag2) (Figure 15C). L’ajout 

d’un marqueur de résistance à l’érythromycine au niveau du gène lmb a montré que ce 

transposon est mobilisable (Franken et al., 2001). L’analyse de 68 souches de S. agalactiae a 

montré que cet îlot génomique est retrouvé chez toutes les souches humaines mais seulement  
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Figure 16. Structure cristallographique de la protéine ZnuA d’E. coli. (D’après Yatsunyk 

et al., 2008) 

 

A) Le domaine N-terminal (rose) de la protéine possède deux motifs de fixation du zinc 

(sphère grise). Le premier motif se compose de trois histidines et d’un acide glutamique 

(Glu59, His60, His143 et His207) suivi du deuxième motif se composant d’une boucle riche 

en histidines dont la fin est représentée par des astérisques. Le domaine C-terminal (bleu) 

possède un motif de fixation du zinc ZinT-like. Les deux domaines sont reliés par une hélice 

α (vert).  

B) Vue d’environ 90° par rapport à l’axe vertical de la représentation A). 
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chez 20% des souches d’origine animale suggérant son importance dans l’adaptation et/ou la 

pathologie à l’Homme (Franken et al., 2001). Parmi les streptocoques, cet ilot génomique est 

retrouvé chez S. pyogenes. En amont de l’opéron lbp-htpA de S. pyogenes, un gène codant une 

C5a peptidase est présent avec une seule séquence d’insertion présente en amont de ce gène 

(Figure 15B) (Shao et al., 2013). 

C) Structure des protéines de fixation du substrat (SBP) des transporteurs de 

type Adc 

La protéine AdcA a tout d’abord été identifiée en 1997 chez S. pneumoniae comme 

une lipoprotéine fixatrice de métaux à l’origine d’une nouvelle famille de SBP représentant le 

cluster 9 puis le cluster A-1 en 2010   (Dintilhac et al., 1997; Berntsson et al., 2010). Par 

homologie avec la protéine AdcA, cette famille inclue notamment les protéines fixatrices de 

zinc suivantes : la protéine AdcAII de S. pneumoniae, la protéine ZnuA d’E. coli, la protéine 

TroA de Treponema pallidum ou les protéines Lmb et Lbp (Lsp) de S. agalactiae et S. 

pyogenes respectivement (Spellerberg et al., 1999; Lee et al., 1999; Yatsunyk et al., 2008; 

Loisel et al., 2008; Linke et al., 2009).  

Chez S. pneumoniae, la localisation des SBP du transporteur ABC de zinc a été 

étudiée pour la protéine AdcAII. L’analyse de sa séquence protéique a mis en évidence un 

motif spécifique des lipoprotéines, la « lipobox » LxxC (où x est un acide aminé quelconque). 

Des expériences de fractionnement sub-cellulaire suivi de Western blot ainsi qu’une 

localisation de la protéine par immunofluorescence ont confirmé la localisation membranaire 

de la protéine AdcAII. Cette liaison à la membrane a également été caractérisée pour les 

protéines Lmb et Lbp de S. agalactiae et S. pyogenes (Spellerberg et al., 1999; Linke et al., 

2009).  

L’analyse cristallographique de la protéine AdcA de S. pneumoniae a révélé la 

présence d’un site de fixation du zinc composé de trois histidines associées à un acide 

glutamique en N-terminal (Figure 16) (Plumptre, Eijkelkamp, et al., 2014). Ce site de fixation 

a également été caractérisé pour les protéines AdcAII, ZnuA, TroA, Lbp et Lmb (Lee et al., 

1999; Yatsunyk et al., 2008; Loisel et al., 2008; Linke et al., 2009; Ragunathan et al., 2013).  
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Figure 17. Structure cristallographique de la protéine Lmb de S. agalactiae. (D’après 

Ragunathan et al., 2013) 

 

A) La protéine Lmb est constituée de deux domaines, le domaine N-terminal et le domaine C-

terminal. Ces deux domaines sont reliés par une hélice rigide. La sphère bleue correspond à la 

fixation d’un atome de zinc à l’interface des deux domaines. Une longue boucle désordonnée 

est présente à proximité du site de liaison du zinc entre la glycine en position 123 et la leucine 

en position 138 (pointillés rouges).  

B) Agrandissement de la zone de liaison du zinc. Le motif de fixation du zinc se compose des 

histidines en position 66, 142 et 206 ainsi que de l’acide glutamique en position 281. 
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La protéine AdcA possède également deux motifs supplémentaires de fixation du zinc : une 

boucle riche en histidine située après le premier motif de fixation du zinc et un domaine de 

fixation du zinc retrouvé chez la protéine ZinT (YodA) situé en C-terminal (domaine ZinT-

like) (Figure 16) (David et al., 2003; Falconi et al., 2011; Plumptre, Eijkelkamp, et al., 2014). 

L’affinité pour le zinc du premier domaine à trois histidines et du domaine ZinT-like a été 

déterminée par titration calorimétrique isotherme (ITC). Cette analyse a montré que ces deux 

domaines sont capables de fixer un atome de zinc mais avec une affinité presque cent fois 

supérieure pour le premier domaine à trois histidines (Kd = 2,4 ± 0,1 nM) (Plumptre, 

Eijkelkamp, et al., 2014). Une analyse par ICP-MS a également montré que la protéine n’est 

capable de fixer que le zinc contrairement à la protéine PsaA du même cluster A-1 de la 

famille des SBP. Cette protéine, faisant partie du transporteur ABC de manganèse de S. 

pneumoniae, a en effet été décrite comme fixant du manganèse mais également du zinc 

(McDevitt et al., 2011; Couñago et al., 2014). 

La protéine Lmb de S. agalactiae, par homologie de séquence protéique, a tout d’abord 

été classée dans la famille des adhésines LraI (lipoprotein receptor antigen I). Elle présente 

notamment 27% d’identité protéique avec la protéine PsaA de S. pneumoniae (Spellerberg et 

al., 1999). Dans cette famille d’adhésines, quatre motifs structuraux sont conservés : une 

séquence signale composée de vingt acide-aminés hydrophobes et contenant la lipobox LxxC, 

deux domaines transmembranaires B1 et B2, et une région d’hélice α (Jenkinson, 1994). Ces 

motifs sont retrouvés chez la protéine Lmb  mais avec une lipobox modifiée (IxxC). De plus, 

la région α de la protéine Lmb présente 50% d’homologie avec la chaine B2 de la laminine 

humaine (Spellerberg et al., 1999). La séparation des fractions cytoplasmique et membranaire 

de SGB par ultracentrifugation suivi d’un Western blot ont également montré la présence de 

la protéine Lmb au niveau de la membrane (Spellerberg et al., 1999). La protéine Lmb est 

ainsi bien une lipoprotéine ancrée à la membrane plasmique au moyen d’une ancre lipidique. 

L’analyse de la structure de la protéine réalisée en 2009, a entrainé un reclassement de 

la protéine Lmb au niveau de la superfamille des transporteurs ABC et dans la famille des 

SBP au niveau du cluster 3.A.1.15 (les SBP fixant le manganèse, zinc ou fer). Elle présente 

notamment une identité protéique de 35 et 67% avec les protéines AdcA et AdcAII de S. 

pneumoniae de la même famille. La protéine Lmb possède la même structure que les 

protéines fixatrices de zinc décrites au niveau de son cluster. Elle se compose de deux 

domaines globulaires qui s’assemblent pour former une poche où est présent un site de 

fixation du zinc (Figure 17). Ce motif de fixation du zinc, qui se compose d’une triade  
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Figure 18. Distribution des gènes de type pht identifiés parmi 38 souches de 

streptocoques. (D’après Shao et al., 2013) 

 

A) Analyse phylogénétique de 38 souches représentatives des différents sous-groupes de 

streptocoques basée sur les séquences de 530 protéines orthologues.  

B) Le nombre de copies des gènes de type pht présent dans chaque génome est indiqué avec le 

gène retrouvé en entier + le nombre de pseudogènes identifiés.  
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d’histidine ainsi qu’un acide glutamique, est identique à celui décrit chez les protéines AdcA 

et AdcAII de S. pneumoniae. Chaque domaine globulaire se compose de quatre feuillets β 

reliés par des hélices α et sont assemblés au moyen d’une longue boucle désordonnée 

(Yatsunyk et al., 2008; Loisel et al., 2008; Ragunathan et al., 2009). L’étude du site de 

fixation du zinc a ensuite montré son importance dans le maintien de la structure de la 

protéine Lmb, la mutation de ce site rendant la protéine insoluble (Ragunathan et al., 2013). 

D) Structure des protéines Pht 

Les protéines Pht pour « Polyhistidine triad protein » ou « Pneumococcal histidine 

triad protein », le plus souvent au nombre de quatre chez S. pneumoniae (PhtA, PhtB, PhtD et 

PhtE), sont des protéines de 96 à 115 kDa. Ces quatre protéines ont été découvertes 

indépendamment chez S. pneumoniae en étudiant une protéine non identifiée (PhtA) ayant 

une activité protéasique sur le C3 ou en recherchant des séquences codant des putatives 

protéines de surface avec un motif reconnu par la peptidase signal II et qui pourraient être 

utilisées comme vaccin (Adamou et al., 2001; Wizemann et al., 2001; Zhang et al., 2001; 

Hamel et al., 2004). Ces études ont montré que les protéines Pht sont des protéines de surface, 

très conservées parmi les souches de S. pneumoniae et qu’elles partagent entre 32 et 87% 

d’identité protéique. La particularité des protéines Pht est de posséder un motif de fixation du 

zinc composé d’une triade d’histidine HxxHxH (où x est un acide aminé quelconque), appelé 

motif HT (Histidine Triad). Les protéines Pht possèdent entre cinq (PhtA, PhtB, PhtD) et six 

de ces motifs (PhtE) (Adamou et al., 2001).  

Des homologues de ces protéines ont ensuite été découverts chez d’autres espèces de 

streptocoques : les protéines Slr et HtpA de S. pyogenes, les protéines Blr et Sht de S. 

agalactiae ou les protéines HtpS (HtpsA), HtpsB de S. suis (Reid et al., 2003; Waldemarsson 

et al., 2006; Kunitomo et al., 2008; Maruvada et al., 2009; Shao et al., 2011; Li et al., 2015). 

Des recherches sur les génomes séquencés ont montré que les gènes pht sont présents chez 

pratiquement tous les streptocoques en une à cinq copies. Ces gènes semblaient déjà présents 

à l’origine du genre Streptococcus et auraient été perdus pour les groupes Bovis, Mutans et 

Salivarius (Figure 18) (Plumptre et al., 2012; Shao et al., 2013). Le gène pht a également été 

retrouvé en une ou deux copies chez certaines souches séquencées de d’autres genres 

bactériens comme Gemella sanguis, Enterococcus faecalis ou Aerococcus urinae. 

L’hypothèse de la présence de ces gènes chez ces bactéries serait un récent transfert 
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Figure 19. Relation structurale et génétique des protéines Pht (polyhistidine triad).  

(D’après Plumptre et al., 2012) 

 

A) Les protéines Pht (polyhistidine triad) sont divisées en trois groupes en se basant sur leur 

identité de séquence. Les protéines d’une seule souche représentative de chaque espèce sont 

représentées ici. Les protéines sont nommées avec le code à trois lettres de l’organisme auquel 

elles appartiennent, le numéro de leur gène selon l’encyclopédie de Kyoto des gènes et 

génomes (KEGG) suivi du nom donné à la protéine lors de sa découverte.  

B) Arrangements des motifs de triade d’histidine et structure secondaire des éléments de la 

protéine Pht type des groupes 1 à 3. L’extrémité N-terminale des protéines est située du côté 

gauche du schéma. 
 

Abbréviations : Apr, Anaerococcus prevotii DSM 20548; Aur, Aerococcus urinae ACS-120-V-Col10a; Egg, Enterococcus faecalis TX1467; Fma, Finegoldia 

magna ATCC 29328; Sag, Streptococcus agalactiae 2603 (serotype V); Scp, Streptococcus parasanguinis ATCC 15912; Sds, Streptococcus dysgalactiae subsp. 

equisimilis GGS_124; Seq, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus H70; Sgo, Streptococcus gordonii Challis; Smb, Streptococcus mitis B6; Sor, Streptococcus 

oralis Uo5; Spd, Streptococcus pneumoniae D39; Spy, Streptococcus pyogenes SF370 (serotype M1); Ssa, Streptococcus sanguinis SK36; Ssu, Streptococcus 

suis 05ZYH33; Std, Streptococcus pseudopneumoniae IS7493; Stk, Streptococcus parauberis KCTC 11537; Sub, Streptococcus uberis 0140J. 

B) 

A) 
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horizontal entre bactéries infectant l’Homme (Plumptre et al., 2012; Shao et al., 2013). En 

2012, Plumptre et collaborateurs ont classé les protéines Pht décrites en trois groupes selon la 

présence ou l’absence de domaines répétés riches en leucine (LRR domain) (Figure 19). Le 

premier groupe comprend notamment les protéines PhtA, PhtB, PhtD, Sht, HtpS (HtpsA), 

HtpsB et HtpA dont la plupart possèdent cinq motifs de triade d’histidine. Ces protéines 

présentent une forte homologie de séquence au niveau de leur région N-terminale et plusieurs 

d’entre elles ont été décrites comme fixant le zinc. Le deuxième groupe comprenant par 

exemple, les protéines Blr, Slr, et HtpsC de S. pyogenes, S. agalactiae et S. suis 

respectivement (Li et al., 2015). Ce groupe est constitué de protéines à domaine LRR 

homologue à celui des internalines InlA et InlB de Listeria monocytogenes (Gaillard et al., 

1991). Ces domaines reconnaissent une grande variété de ligands et sont impliqués 

notamment dans l’adhérence cellulaire ou dans les interactions protéine-protéine pour la 

transduction d’un signal (Kobe and Kajava, 2001). Les triades d’histidine (entre 4 et 5 motifs 

HT) des protéines du groupe 2 sont regroupées au niveau du domaine N-terminal des 

protéines. Malgré la présence de ces histidines, les rôles décrits pour ces protéines (adhésines, 

échappement à la phagocytose) ne semblent pas avoir de lien avec le zinc (Waldemarsson et 

al., 2006; Areschoug et al., 2008; Li et al., 2015). Le troisième groupe comprend la protéine 

PhtE (6 motifs de triade d’histidine) et les protéines de type Pht retrouvées dans les autres 

espèces bactériennes et dont le rôle n’a pas été décrit. 

Plusieurs études ont essayé d’obtenir sans succès la structure entière des protéines Pht.  

Cependant les structures ont été déterminées pour le premier motif HT de la protéine PhtD et 

le second motif de la protéine PhtA montrant que ces motifs sont capables de fixer le zinc 

(Figure 20) (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2004; Riboldi-Tunnicliffe et al., 2005; Loisel et al., 

2011). Une récente étude a également montré par calorimétrie que la protéine PhtD ne lie pas 

le manganèse mais uniquement le zinc, et que seulement trois motifs HT (sans identifier 

lesquels) sont accessibles pour fixer du zinc contrairement à une précédente étude décrivant 5 

atomes de zinc par protéine PhtD (Loisel et al., 2011; Ausar et al., 2017). 

Des expériences de fractionnement cellulaire ont montré que la protéine PhtD est 

majoritairement présente au niveau de la paroi mais son mécanisme d’ancrage reste cependant 

encore inconnu (Loisel et al., 2011). La comparaison des séquences protéiques des quatre 

protéines Pht a montré une forte conservation de leur domaine N-terminal avec la présence 

d’un peptide signal contenant la lipobox LxxC (où x est un acide aminé quelconque). Cette 
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Figure 20. Représentation du motif de fixation du zinc retrouvé entre les résidus 166 à 

220 de la protéine PhtA de S. pneumoniae. (D’après Riboldi-Tunnicliffe et al., 2005) 

 

Les quatre acides aminés formant le site de fixation du zinc sont indiqués. 
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lipobox est cependant non fonctionnelle, la souche mutante pour la peptidase signal II 

donnant une protéine PhtD de la même taille que celle de la souche sauvage (Loisel et al., 

2011). Des analyses par cytométrie de flux ont également montré que le domaine C-terminal 

des protéines est plus accessible aux anticorps suggérant que le domaine N-terminal de la 

protéine est orienté vers la membrane et le domaine C-terminal vers l’extérieur (Adamou et 

al., 2001; Hamel et al., 2004).  

La protéine Sht de S. agalactiae pour « Streptococcal histidine triad protein » appartient 

au premier groupe de la famille des protéines à motif de triade d’histidine. Elle présente en 

effet cinq motifs HT, une séquence signal de reconnaissance par la peptidase signal II et 

notamment 52% d’identité protéique avec la protéine PhtD du même groupe. Bien que des 

motifs de triade d’histidine aient été identifiés au niveau de la protéine Sht, leur potentiel rôle 

dans la fixation de zinc n’a pas été étudié. En recherchant des homologues de la protéine Sht 

nous avons identifié une protéine que nous avons nommé ShtII, présentant 43% d’identité 

protéique avec la protéine Sht. Le rôle de cette protéine n’a actuellement pas été déterminé.  

3) Rôles des transporteurs de type Adc 

A) Rôle des transporteurs de type Adc dans l’import de zinc 

Le rôle des transporteurs de type Adc dans le transport du zinc a été bien caractérisé 

chez S. pneumoniae. En 1997 Dintilhac et collaborateurs ont mis en évidence que l’import du 

zinc chez S. pneumoniae était assuré par un transporteur ABC de zinc composé de la 

perméase AdcB, de l’ATPase AdcC et de la protéine de fixation du substrat AdcA (Dintilhac 

and Claverys, 1997; Dintilhac et al., 1997). Une étude a ensuite mis en évidence que ce 

transporteur comportait une autre SBP, AdcAII (Loisel et al., 2008). Une redondance a 

ensuite été mise en évidence dans le transport du zinc entre les protéines AdcA et AdcAII, 

chacune des protéines étant capable d’importer suffisamment de zinc pour la bactérie. En 

effet, les souches simples mutants ∆adcA et ∆adcAII ont une croissance similaire à la souche 

sauvage dans un milieu chimiquement défini carencé en zinc contrairement à la souche 

∆adcA/adcAII incapable de se développer (Bayle et al., 2011; Plumptre, Eijkelkamp, et al., 

2014). A l’inverse, les protéines Lmb et AdcA de S. pyogenes ne semblent pas jouer de rôle 

redondant dans la capture de zinc, les souches simples mutants ∆lmb et ∆adcA étant 

incapables de croître dans un milieu restreint en zinc (Weston et al., 2009; Tedde et al., 2016).  
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Figure 21. Modèle de l’import de zinc chez S. pneumoniae. (D’après Bersch et al., 2013) 

 

Chez S. pneumoniae la capture de zinc est assurée par deux mécanismes différents 

 

A) La protéine AdcA, ancrée à la membrane, capture le zinc du milieu extérieur pour le 

transmettre au translocon AdcCB assurant l’entrée de zinc dans la bactérie par l’hydrolyse de 

l’ATP. La fixation de zinc par la protéine AdcA est assurée par trois domaines décrits : un 

motif situé en N-terminal composé d’une triade d’histidine et d’un acide glutamique, une 

boucle riche en histidine et un domaine Zin T-like situé en C-terminal. 

 

B) La protéine PhtD retrouvée au niveau de la paroi capture le zinc du milieu extérieur pour le 

transmettre à la protéine AdcAII ancrée au niveau de la membrane. La protéine PhtD possède 

cinq motifs pouvant potentiellement fixer le zinc. La protéine AdcAII fixe le zinc grâce à un 

motif situé en N-terminal composé d’une triade d’histidine et d’un acide glutamique. Le zinc 

fixé à la protéine AdcAII est ensuite transféré au  translocon AdcCB.  

 

Cps, capsule ; CW, paroi ; Mb, membrane 
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L’étude des protéines Pht a permis d’ajouter de nouveaux composants à l’ABC 

transporteur de zinc de S. pneumoniae et a mis en évidence deux mécanismes différents 

d’acquisition du zinc par les SBP : la protéine AdcA est capable de capturer le zinc 

indépendamment de la présence des protéines Pht notamment grâce à ses trois motifs de 

fixation du zinc décrits précédemment. Par contre, la protéine AdcAII, ne possédant qu’un 

motif de fixation du zinc nécessite la présence des protéines Pht (Figure 21). Pour appuyer 

cela différentes observations ont été réalisées :  

i) La souche mutante ∆phtA/phtB/phtD/phtE/adcA (ne possédant que la protéine 

AdcAII comme SBP) est incapable de croître dans un milieu carencé en zinc contrairement à 

la souche ∆adcA (Plumptre, Eijkelkamp, et al., 2014).  

ii) Des mesures de la concentration intracellulaire en zinc, chez la souche ∆adcA 

mutée pour un des quatre gènes pht, ont montré que n’importe laquelle des protéines Pht est 

suffisante pour délivrer le zinc à la protéine AdcAII (Plumptre, Hughes, et al., 2014).  

iii) Les gènes adcAII et phtD sont co-transcrits et co-régulés selon la concentration en 

zinc et des expériences d’immunoprécipitation ont montré que les protéines AdcAII et PhtD 

interagissent ensemble (Loisel et al., 2011; Bersch et al., 2013).  

iv) La mesure de l’affinité du zinc pour les protéines AdcAII et PhtD (affinité du 1
er

 

motif HT) par microcalorimétrie a montré que la protéine PhtD à une affinité plus faible pour 

le zinc que AdcAII ce qui faciliterait le passage du zinc de la protéine PhtD à la protéine 

AdcAII (Loisel et al., 2011).  

L’importance des cinq motifs HT dans le transport de zinc a été étudiée chez la 

protéine PhtD par la mutation de chacun des motifs. Des expériences de croissance en milieu 

carencé en zinc ainsi que des mesures de la concentration intracellulaire en zinc chez les 

souches mutées pour les différents motifs HT ont montré une hiérarchisation de ces motifs 

(Eijkelkamp et al., 2015). Le premier motif situé au niveau N-terminal de la protéine joue un 

rôle majeur dans la capture de zinc contrairement au cinquième motif situé en C-terminal. Les 

motifs HT 2 à 4 ont des rôles intermédiaires. Les protéines Pht possédant plusieurs motifs HT, 

il a été suggéré qu’elles pourraient servir de réservoir de zinc pour la bactérie ou intervenir en 

cas d’excès de zinc comme la métallochaperonne YciC de B. subtilis (Gaballa and Helmann, 

1998; Rioux et al., 2011). Cette fixation de plusieurs atomes de zinc par les protéines Pht ne 
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joue cependant aucun rôle dans la résistance à la toxicité en zinc chez S. pneumoniae 

(Plumptre, Hughes, et al., 2014). 

B) Rôle des transporteurs de type Adc dans la virulence  

L’étude du fonctionnement des transporteurs de type Adc a mis en évidence 

l’importance du zinc pour la morphologie et la virulence des bactéries ainsi que la nécessité 

de posséder un système d’import efficace. L’observation en microscopie électronique de la 

souche ∆adcA/adcAII de S. pneumoniae en milieu chimiquement défini carencé en zinc a 

notamment montré une morphologie cellulaire anormale (Bayle et al., 2011). Cette 

morphologie peut en partie s’expliquer par un mauvais fonctionnement d’une enzyme 

impliquée dans le renouvellement de la paroi, la L,D-carboxypeptidase DacB dont il a été 

montré qu’elle nécessite une molécule de zinc pour son fonctionnement (Abdullah et al., 

2014). Le zinc joue ainsi un rôle indirect dans la division cellulaire. Des expériences in vivo 

ont également montré un rôle du zinc et du transporteur ABC dans la virulence de S. 

pneumoniae et S. pyogenes. La souche ∆adcA/adcAII de S. pneumoniae est en effet avirulente 

dans les modèles murins d’infection pulmonaire et de septicémie (Bayle et al., 2011). La 

présence des deux protéines AdcA et AdcAII est également nécessaire pour assurer une 

colonisation optimale du nasopharynx par S. pneumoniae (Plumptre, Eijkelkamp, et al., 

2014). Cependant la protéine AdcAII semble y jouer un rôle plus important (Brown et al., 

2016). Selon l’environnement rencontré, les protéines AdcA et AdcAII ne joueraient ainsi pas 

forcément le même rôle et expliquerait le fait que S. pneumoniae possède deux copies de la 

même protéine. Chez S. pyogenes, la souche mutante ∆lsp se trouve être moins virulente que 

la souche WT dans un modèle murin d’infection sous-cutanée (Weston et al., 2009).  

Le rôle des protéines Pht de S. pneumoniae dans la virulence de la bactérie a 

également été étudié. Bien qu’elles semblent avoir un rôle redondant dans la capture de zinc 

in vitro, la présence des quatre protéines Pht est nécessaire in vivo (Plumptre, Hughes, et al., 

2014). De plus, la hiérarchisation des motifs HT des protéines Pht in vivo semble plus 

complexe que celle observée in vitro avec notamment un rôle prépondérant et similaire pour 

les premier et dernier motifs HT (Eijkelkamp et al., 2015).  
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Figure 22. La résistance au complément de S. pneumoniae.  (D’après Walport, 2001) 

A) Lors d’une infection bactérienne la voie alterne du complément est activée pour l’élimination du 

pathogène. Cette voie permet au final la formation du complexe d’attaque membranaire au niveau de 

la bactérie entrainant sa lyse. La première étape consiste à la fixation du complément C3b au niveau de 

la bactérie puis le recrutement du facteur B. L’ensemble va former une enzyme, la C5 convertase qui 

va cliver une autre molécule du complément le C5 en C5b et C5a. La molécule de C5b intervient, avec 

d’autres molécules du complément, dans la formation du complexe d’attaque membranaire permettant 

la lyse de la bactérie. 

B) Pour résister au complément, S. pneumoniae détourne une molécule de l’hôte à son avantage. La 

bactérie va diminuer le dépôt de C3b à sa surface en recrutant le facteur H de l’hôte grâce à ses 

protéines de type Pht. Le facteur H est une protéine régulatrice de la voie alterne du complément qui 

agit notamment comme cofacteur du facteur I dégradant le C3b en une molécule inactive iC3b. 

A) B) 

Pht 

Pht 

Pht 
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C) Autres rôles des transporteurs de type Adc 

a) Les SBP et protéines de type Pht : des adhésines ? 

Le nom de la protéine Lmb de S. agalactiae pour « Laminin binding protein » date de 

1999 où elle fut décrite pour la première fois comme une adhésine se liant à un composant de  

la matrice extracellulaire, la laminine (Spellerberg et al., 1999). Des tests de liaison réalisés à 

partir de la protéine purifiée Lmb ont montré qu’elle est capable de fixer de la laminine 

humaine ou de souris mais qu’elle ne se fixe ni au collagène de type IV ni à la fibronectine 

(Spellerberg et al., 1999; Ragunathan et al., 2013). La protéine Lbp de S. pyogenes a 

également été décrite comme une adhésine en fixant la laminine in vitro et jouant un rôle dans 

l’adhérence à des cellules épithéliales pulmonaires et laryngées  (Terao et al., 2002; Elsner et 

al., 2002; Linke et al., 2009). Malgré la forte homologie de séquence protéique avec Lmb, la 

protéine AdcAII de S. pneumoniae ne joue aucun rôle dans la fixation à la laminine (Brown et 

al., 2016). La protéine Lmb a également été décrite comme jouant un rôle dans l’invasion des 

cellules endothéliales de la barrière hémato-encéphalique mais étonnement aucun rôle dans 

l’adhérence à ces mêmes cellules n’a été observé (Tenenbaum et al., 2007).  

 

De même, les protéines Pht auraient un rôle dans l’adhérence aux cellules épithéliales 

de l’hôte. Deux études ont ainsi montré un rôle variable des protéines Pht de S. pneumoniae, 

selon la souche utilisée, dans l’adhérence in vitro à des lignées d’épithéliums pulmonaires et  

nasopharyngées (Khan and Pichichero, 2012; Kallio et al., 2014). Le fait que la bactérie 

possède plusieurs copies des protéines Pht pourrait ainsi s’expliquer par la non redondance de 

ces protéines dans l’adhérence.  

b) Les protéines de type Pht et la résistance au complément 

En parallèle de l’étude du rôle des protéines Pht de S. pneumoniae dans l’homéostasie 

du zinc, plusieurs études ont mis en évidence un rôle joué par les protéines Pht dans la 

résistance au complément. En effet, les protéines Pht diminuent le dépôt de la protéine C3b du 

complément à la surface bactérienne grâce au recrutement d’un composant de l’hôte, le 

facteur H. Or le C3b est une des molécules permettant la formation du complexe d’attaque 

membranaire pour la lyse de la bactérie (Figure 22). Le C3b est également un ligand aux 

récepteurs du C3b présents au niveau des macrophages et neutrophiles responsables de la 

phagocytose des bactéries. Le facteur H est un régulateur de l’activation du complément en 
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contrôlant l’amplification du C3 via la voie alterne de deux manières. Premièrement il entre 

en compétition avec le facteur B dans la fixation du C3 prévenant la formation de molécules 

de C3b. Deuxièmement il diminue la quantité de molécules C3b en agissant comme cofacteur 

du facteur I qui convertit les molécules de C3b en molécules inactives iC3b (Figure 22). Une 

analyse par cytométrie de flux a montré un dépôt de C3b significativement plus important à la 

surface de la souche ∆phtA/phtB/phtD/phtE en comparaison à la souche sauvage. Des 

expériences d’ELISA et de Western blot ont confirmé une liaison directe de facteur H humain 

aux protéines purifiées PhtA, PhtB, PhtD et PhtE (Ogunniyi et al., 2009). Le rôle des 

protéines Pht dans la résistance au complément est cependant controversé. Melin et 

collaborateurs ont en effet observé un dépôt de C3 à la surface bactérienne du mutant 

∆phtA/phtB/phtD/phtE significativement plus important pour seulement une des cinq souches 

testées de S. pneumoniae (Melin et al., 2010). Des analyses par cytométrie en flux n’ont 

également pas montré de différence significative de liaison du facteur H entre cinq souches 

WT et leur souche mutante ∆phtA/phtB/phtD/phtE (Melin et al., 2010). La résistance au 

complément dépendrait ainsi du fond génétique des souches et ne serait pas due 

majoritairement aux protéines Pht mais plutôt à la présence d’autres protéines, comme la 

protéine PspC décrite comme fixant fortement le facteur H (Dave et al., 2001; Duthy et al., 

2002; Melin et al., 2010). 

Ce rôle potentiel dans la résistance au complément par diminution du dépôt de C3 à la 

surface bactérienne a cependant été observé chez d’autres streptocoques avec les protéines 

HtpS (HtpsA) et Sht de S. suis et S. agalactiae respectivement (Maruvada et al., 2009; Shao et 

al., 2011). Actuellement aucune étude n’a été réalisée pour déterminer un potentiel lien entre 

la fixation de zinc et le recrutement du facteur H par les protéines Pht.  

c) Les protéines Pht, des cibles vaccinales ? 

Les protéines Pht étant retrouvées à la surface bactérienne, leur pouvoir immunogène a 

largement été étudié. L’immunisation par la protéine PhtD de S. pneumoniae s’est montrée 

être protectrice dans un modèle murin d’infection invasive ainsi que chez des singes 

macaques rhésus après l’infection par S. pneumoniae (Adamou et al., 2001; Hamel et al., 

2004; Denoël et al., 2011). La protéine PhtD entière a été utilisée lors d’essais cliniques de 

phase I où elle a été jugée sans danger et conférant un pouvoir immunogène lorsqu’elle était 

administrée avec des sels d’aluminium comme adjuvants en vaccin monovalent ou vaccin 
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bivalent (Bologa et al., 2012; Seiberling et al., 2012). L’utilisation combinée des protéines 

PhtD et PhtE comme vaccin prévient également l’adhérence de S. pneumoniae aux cellules 

épithéliales pharyngées D562 (Khan and Pichichero, 2012). Une récente étude a montré que le 

zinc augmente la stabilité de la protéine PhtD en présence d’aluminium comme adjuvant 

suggérant ainsi l’ajout de zinc dans la composition des vaccins (Ausar et al., 2017). 

Concernant la prévention des infections à S. suis, l’utilisation d’anticorps anti-HtpS in vitro a 

montré une augmentation du dépôt de C3 à la surface de la bactérie suivi d’une élimination 

plus importante de la bactérie dans le sang en comparaison au sang n’ayant pas reçu cet 

anticorps. Cet anticorps confère également une protection contre l’infection à S. suis dans un 

modèle murin (Shao et al., 2011). De la même manière l’immunisation de souris avec des 

anticorps anti-HtpA de S. pyogenes apporte une protection durable contre l’infection à S. 

pyogenes (Kunitomo et al., 2008).  
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Introduction 

S. agalactiae est une bactérie responsable d’infections invasives sévères chez les nouveau-

nés, les personnes âgées ou immunodéprimées (septicémie, méningite, arthrite…) (Phares et 

al., 2008; Skoff et al., 2009; Edmond et al., 2012). Le tropisme de la bactérie pour différents 

organes suggère une capacité d’adaptation de la bactérie à divers milieux où la disponibilité 

en nutriments peut être très limitée. Pour assurer sa croissance S. agalactiae doit être capable 

d’importer efficacement ses nutriments comme les ions métalliques. Parmi les métaux utilisés 

par les bactéries, le zinc est un élément essentiel en servant notamment de cofacteur à diverses 

métalloenzymes ou facteurs de transcription (Andreini et al., 2006b; Jacobsen et al., 2011).  

Chez S. agalactiae le système d’acquisition du zinc ainsi que son importance sur la 

physiologie bactérienne n’ont pas encore été étudiés.  

Données préliminaires 

Une des thématiques de recherche du laboratoire est la mise en évidence des facteurs 

assurant à la bactérie une capacité d’adaptation à différentes niches écologiques. Parmi ces 

facteurs, l’équipe s’est intéressée à la protéine Lmb dont le gène est présent au sein d’un ilot 

génomique retrouvé majoritairement au niveau des souches humaines. Cette protéine a 

auparavant été décrite par une autre équipe comme une adhésine à la laminine (Spellerberg et 

al., 1999). Cependant, par homologie de séquence, elle est classée dans la superfamille des 

transporteurs ABC et dans la famille des SBP fixatrices de manganèse, zinc et fer. Cet aspect 

n’ayant jamais été mis en avant, les travaux de l’équipe se sont ainsi orientés sur un second 

rôle potentiel de la protéine Lmb dans la fixation et le transport de métaux. La protéine Lmb 

présente, en effet, 35 et 67% d’identité protéique avec les protéines AdcA et AdcAII de S. 

pneumoniae, classées dans la même famille que la protéine Lmb, et décrites comme des 

protéines fixatrices de zinc (Bayle et al., 2011). Chez S. pneumoniae, les protéines AdcA et 

AdcAII font partie d’un transporteur ABC de zinc composé également d’une perméase AdcB, 

d’une ATPase AdcC ainsi que de quatre protéines PhtA, PhtB, PhtD et PhtE indispensables à 

la protéine AdcAII dans l’acquisition du zinc (Figure 14A) (Dintilhac and Claverys, 1997; 

Bayle et al., 2011; Plumptre, Hughes, et al., 2014).  

En partant de l’hypothèse que la protéine Lmb serait une protéine fixatrice de zinc, 

une recherche sur les génomes séquencés des souches de S. agalactiae a été effectuée pour 

identifier des gènes pouvant coder les autres constituants de l’ABC transporteur de zinc. Des  
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Figure 23. La régulation de l’opéron lmb-sht est dépendante du zinc. (D’après Moulin et 

al., 2016) 

L’activité du promoteur de l’opéron lmb-sht a été mesurée en MCD carencé en zinc auquel 

différentes concentrations de métaux (0 à 100 µM) ont été ajoutées. Les bactéries ont été 

cultivées jusqu’à mi-phase exponentielle de croissance (DO600, 0,5) et des dosages de 

l’activité β-galactosidase ont été réalisés comme décrit dans le Matériels et Méthodes. La 

valeur de référence (100%) correspond à l’activité du promoteur de l’opéron lmb-sht des 

cellules cultivées en MCD (0 µM Zn
2+ 

; barre blanche). Les autres activités ont été calculées 

en se basant sur cette valeur de référence. Les valeurs présentées sont les moyennes de trois 

expériences indépendantes avec les barres représentant les écarts-types. Les astérisques 

correspondent aux valeurs des Plue-value P obtenues avec le test t de Student pour 

échantillons non appariés en comparant les cellules cultivées en MCD carencé en zinc avec 

celles cultivées avec différentes concentrations de zinc. **, P <0,01 ; ***, P <0,001 
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gènes, adcCB, codant potentiellement le complexe perméase-ATPase ont ainsi pu être mis en 

évidence. Ces gènes sont en opéron avec un gène codant une protéine régulatrice AdcR mais 

cet opéron ne possède aucun gène codant de SBP. En revanche, en plus de la protéine Lmb, 

deux autres SBP ont été identifiées. Nous les avons nommées AdcA et AdcAII par analogie 

avec les protéines AdcA et AdcAII de S. pneumoniae. Chez S. agalactiae, le gène adcAII, 

comme pour l’opéron lmb-sht, est organisé en opéron avec un gène que nous avons nommé 

shtII par homologie avec le gène sht. Les gènes sht et shtII codent des protéines homologues 

aux protéines de type Pht de S. pneumoniae et le gène adcA est monocistronique (Figure 

15C). L’hypothèse émise est que les protéines Lmb, AdcA et AdcAII constitueraient les SBP 

du transporteur ABC de zinc et seraient aidées par les protéines Sht et ShtII dans la capture de 

zinc. L’ensemble de ces protéines fonctionnerait avec le complexe AdcCB pour former le 

transporteur ABC de zinc de S. agalactiae.  

Les travaux de l’équipe se sont alors focalisés sur la régulation des gènes codant le 

transporteur ABC putatif. Les SBP de ce transporteur étant classées dans la famille des 

protéines de liaison du fer, zinc et manganèse, la régulation des gènes codant le transporteur a 

été étudiée selon la concentration en métaux du milieu. En effet, chez les autres bactéries  

comme S. pneumoniae, l’expression du transporteur ABC de zinc est dépendante de la 

concentration en zinc du milieu (Plumptre, Eijkelkamp, et al., 2014). L’expression du 

promoteur de l’opéron lmb-sht a été mesurée en présence de différentes concentrations de 

métaux par fusion transcriptionnelle lacZ. Pour cela, un milieu chimiquement défini (MCD) a 

été mis au point.  Il permet de contrôler les composants du milieu et assure une croissance de 

la bactérie comparable à celle obtenue en milieux riches comme le milieu TH. Le MCD ne 

contient pas de métaux dans sa composition (à part du MgCl2) mais il a été nécessaire d’y 

ajouter de l’EDTA (500 µM) pour chélater les traces de cations et obtenir un milieu sans 

métaux. Dans la suite de l’étude ce milieu est nommé MCD carencé en zinc. L’activité du 

promoteur de lmb-sht a été mesurée à mi-phase exponentielle de croissance, ce dernier étant 

exprimé de la même manière quelque soit la phase de croissance. Ce promoteur a montré une 

diminution de son activité proportionnelle à l’augmentation de la concentration de zinc ajouté 

dans le MCD avec une activité minimale de l’opéron dès 10 µM de zinc ajouté dans le milieu. 

Cette répression de l’opéron est spécifique du zinc, l’ajout d’autres métaux (Fe
2+

, Mn
2+

, Cu
2+

, 

Co
2+

 ou Ni
2+

) n’influençant pas l’activité du promoteur de l’opéron lmb-sht (Figure 23).  

Chez S. pneumoniae la régulation par le zinc des gènes codant le transporteur ABC de 

zinc est médiée par la protéine AdcR (Shafeeq et al., 2011). Chez S. agalactiae, le gène  
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Figure 24. La protéine AdcR est nécessaire pour la répression par le zinc des gènes lmb, 

adcA et adcAII. (D’après Moulin et al., 2016) 

(A) Les souches A909 WT (barre blanche) ou mutante ∆adcR (barre noire) ont été cultivées 

en MCD carencé en zinc ou MCD supplémenté avec 10 µM Zn
2+

 jusqu’à mi-phase 

exponentielle de croissance (DO600, 0,5). Les dosages de l’activité β-galactosidase ont été 

réalisés comme décrit dans le Matériels et Méthodes. La valeur de référence (100) correspond 

à l’activité du promoteur des cellules cultivées en MCD carencé en zinc. Les résultats sont 

présentés comme le rapport à cette valeur de référence. Les valeurs présentées sont les 

moyennes de trois expériences indépendantes avec les barres représentant les écarts-types. (B) 

Les souches A909 WT (barre blanche) ou mutante ∆adcR (barre noire) ont été cultivées en 

MCD supplémenté avec 10 µM Zn
2+

 jusqu’à mi-phase exponentielle de croissance (DO600, 

0,5). Le niveau d’expression de chaque gène a été normalisé en utilisant le gène recA. La 

valeur de référence (1) correspond au niveau de transcrits du gène lmb de la souche WT. 

L’expression de chaque gène est présentée comme le rapport à cette valeur de référence. Les 

valeurs obtenues sont les moyennes de trois expériences indépendantes avec les barres 

représentant les écarts-types. Les astérisques correspondent aux valeurs des Plue-value P 

obtenues avec le test t de Student pour échantillons non appariés pour comparer l’activité du 

promoteur (A) ou l’expression des gènes (B) des souches WT et ∆adcR. **, P <0,01 ; ***, P 

<0,001 

B) A) 
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codant ce régulateur est retrouvé en opéron avec les gènes adcCB. Pour voir si les gènes du 

transporteur ABC de zinc sont régulés par la protéine AdcR, la souche mutante ∆adcR a été 

construite. L’activité du promoteur de l’opéron lmb-sht  a ensuite été mesurée par dosage de 

l’activité β-galactosidase chez les souches WT et ∆adcR après culture en MCD carencé en 

zinc ou avec 10 µM de zinc ajouté. Lorsque la protéine AdcR est absente, la présence de zinc 

n’a plus d’effet sur l’activité du promoteur de l’opéron lmb-sht (Figure 24A). Les mêmes 

résultats ont été observés par RT-qPCR pour les gènes adcA et adcAII chez la souche ∆adcR 

(Figure 24B). Ces résultats ont ainsi montré que l’expression des gènes lmb, adcA et adcAII 

est dépendante du zinc et est régulée par la protéine AdcR. Des recherches in silico, ont 

ensuite identifié la présence d’une ou plusieurs copies d’une séquence palindromique, 

nommée « AdcR box », au niveau de la région promotrice du gène adcA et des opérons lmb-

sht, adcAII-shtII, adcRCB pouvant constituer le site de fixation de la protéine AdcR. Pour 

caractériser ces séquences, des mutations ponctuelles au niveau des deux AdcR box, situées 

dans la région promotrice de l’opéron lmb-sht, ont ensuite été réalisées et l’activité de ce 

promoteur a été mesurée par dosage β-galactosidase. La modification des AdcR box montre 

une absence de régulation de l’activité de l’opéron lmb-sht en MCD carencé ou avec 10 µM 

de zinc ajouté (Figure 25). Ces résultats nous indiquent qu’en présence d’une concentration 

suffisante de zinc dans le milieu, le régulateur AdcR vient se fixer au niveau des séquences 

TTAACNNGTTAA de la région promotrice et bloque la transcription des gènes, ceci 

paraissant cohérent, la bactérie n’ayant plus besoin d’importateur de zinc. A l’inverse, lors 

d’une carence de zinc le régulateur AdcR se détache des AdcR box et déréprime les gènes du 

transporteur de zinc permettant à la bactérie d’importer de nouveau du zinc. 

Objectifs du travail de thèse 

L’étude sur la régulation et l’expression des opérons lmb-sht, adcAII-shtII, adcCB et 

du gène adcA confortent l’hypothèse que ces gènes codent des protéines ayant un lien avec le 

transport de zinc. Les objectifs de ce travail de thèse ont donc été les suivants :   

Le premier objectif a consisté à mettre en évidence une implication éventuelle de 

l’ensemble de ces protéines dans le transport du zinc et de comprendre l’organisation et le 

fonctionnement de ce transporteur. L’hypothèse émise est en effet que ce transporteur serait 

composé du complexe perméase-ATPase AdcCB, de trois SBP Lmb, AdcA et AdcAII aidées  
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Figure 25. Les deux AdcR box au niveau de la région promotrice de l’opéron lmb-sht 

sont nécessaires pour une répression efficace dépendante du zinc. (D’après Moulin et al., 

2016) 

Des fusions transcriptionnelles lacZ ont été construites avec la région du promoteur de 

l’opéron lmb-sht portant des mutations ponctuelles qui modifient la séquence palindromique 

de la première AdcR box (box1*), de la deuxième AdcR box putative (box2*), ou des deux 

AdcR box (box1-2*). Les fusions lacZ contenant les versions native ou modifiée de la région 

promotrice de l’opéron lmb-sht ont été introduites dans la souche WT. La version native de la 

région promotrice de l’opéron lmb-sht a également été introduite dans la souche mutante 

∆adcR. Les dosages de l’activité β-galactosidase ont été réalisés comme décrit dans le 

Matériels et Méthodes. L’activité relative du promoteur a été mesurée suite à la culture des 

bactéries contenant 0 (barres blanches) ou 10 µM (barres noires) de zinc. La valeur de 

référence (100) correspond à l’activité du promoteur de l’opéron lmb-sht de la souche WT 

cultivée en MCD carencé en zinc. Les résultats présentés représentent le rapport à cette valeur 

de référence. Les valeurs obtenues sont les moyennes de trois expériences indépendantes avec 

les barres représentant les écarts-types. Les positions des AdcR box ont été numérotées en 

respectant le codon start. Le site d’initiation de la transcription (petite flèche noire) est indiqué 

avec le +1. Les nucléotides les moins pertinant ont été remplacés par la lettre N. Les 

nucléotides en gras représentent les deux sites putatifs de fixation de la protéine AdcR. Les 

nucléotides soulignés correspondent aux mutations ponctuelles effectuées. Les astérisques 

corespondent aux valeurs des Plue-value P obtenues avec le test t de Student pour échantillons 

non appariés pour comparer l’activité du promoteur de la souche WT cultivée en MCD 

carencé en zinc avec les autres souches et conditions. *, P<0,5 ; **, P <0,01 ; ***, P <0,001
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dans la capture de zinc par les protéines Sht et ShtII. Nous avons alors cherché à savoir si 

l’ensemble de ces protéines est fonctionnel et si elles ont le même impact sur l’import du zinc. 

Pour étudier ce rôle, des souches mutées pour les différents gènes du transporteur ont été 

construites et leur croissance en MCD avec différentes concentrations de zinc a été suivie en 

comparaison avec celle de la souche WT. Les mutations ont été réalisées par délétion propre 

sans insertion de cassette de résistance permettant de réaliser des délétions multiples.  

 

Le second objectif a été d’étudier l’importance du transporteur et le rôle du zinc sur la 

physiologie de la bactérie. En utilisant une souche mutante pour les gènes codant le 

transporteur de zinc nous avons pu observer les effets d’une carence de zinc sur la physiologie 

de la bactérie et ainsi déterminer quelques fonctions biologiques dans lequel le zinc est 

impliqué. Le choix des phénotypes à observer s’est basé sur des rôles décrits du zinc pour le 

fonctionnement d’enzymes chez différentes bactéries. Des milieux biologiques humains ont 

également été utilisés et choisis parmis ceux où la bactérie est retrouvée lors d’infections.  

Le dernier objectif a été de déterminer si les protéines du transporteur ont un second 

rôle. La protéine Lmb ainsi que sa protéine homologue Lbp chez S. pyogenes ont, en effet, été 

décrites comme des adhésines (Spellerberg et al., 1999; Terao et al., 2002). Les protéines 

AdcA et AdcAII de S. agalactiae présentant une forte identité protéique avec la protéine Lmb, 

nous avons étudié le rôle de ces protéines dans l’adhérence. Les protéines de type Pht de S. 

pneumoniae et la protéine HtpS (HtpsA) de S. suis ont été décrites comme jouant un rôle dans 

la résistance au complément en diminuant le dépôt de C3b à la surface bactérienne grâce au 

recrutement du facteur H (Ogunniyi et al., 2009; Shao et al., 2011). Ce rôle a également été 

décrit pour la protéine Sht de S. agalactiae mais n’a pas été étudié pour son homologue ShtII 

(Maruvada et al., 2009). Nous avons ainsi purifié les protéines Sht et ShtII de S. agalactiae et 

observé leur fixation au facteur H au moyen de tests ELISA. La résistance au complément à 

également été étudiée en comparant la survie de différentes souches mutées pour les gènes sht 

et shtII à la souche WT dans du sang versus du sang décomplémenté.  

Pour cette étude la souche de référence A909 de S. agalactiae a été utilisée. Cette 

souche de sérotype Ia a été isolée d’un nouveau-né atteint de septicémie. Elle est ainsi un 

exemple des souches retrouvées en pathologie humaine et présente l’avantage d’avoir son 

génome séquencé et annoté (Tettelin et al., 2005). 
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Les résultats obtenus ont été partagés en deux publications. La première étude publiée 

s’est intéressée à la caractérisation des protéines Lmb, AdcA et AdcAII et du complexe 

AdcCB en étudiant la régulation de leurs gènes, leur rôle dans le transport du zinc et 

l’importance du zinc dans la physiologie de la bactérie. La deuxième publication, en cours de 

préparation, se focalise sur les protéines Sht et ShtII en étudiant leur implication dans le 

transport du zinc ainsi que leur second rôle. Pour la suite du manuscrit, les résultats présentés 

suivent le plan de ces deux publications :  

 

I) Le système Adc/Lmb assure le transport de zinc chez S. agalactiae et contribue à la 

croissance et la survie de la bactérie (Publication 1). 

 

II)  Les protéines streptococciques à triade d’histidine Sht et ShtII participent à 

l’acquisition du zinc au sein du transporteur Adc/Lmb et contribuent à la résistance 

au complément (Publication 2). 
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I) Le système Adc/Lmb assure le transport de zinc 

chez S. agalactiae et contribue à la croissance 

et la survie de la bactérie 

La protéine Lmb, bien que décrite comme une adhésine à la laminine, est classée dans 

la famille des SBP fixatrices de zinc, fer ou manganèse. Elle présente également une forte 

identité protéique avec la protéine AdcAII de S. pneumoniae, décrite comme une SBP du 

transporteur ABC de zinc. Nous avons émis l’hypothèse que la protéine Lmb ferait partie du 

transporteur ABC de zinc de S. agalactiae en association avec les protéines suivantes : deux 

SBP supplémentaires, AdcA et AdcAII, le complexe perméase-ATPase AdcCB et les 

protéines Sht et ShtII.  

L’objectif de ce travail a ainsi été de caractériser le transporteur ABC de zinc identifié 

chez S. agalactiae et d’étudier son importance ainsi que le rôle du zinc dans la physiologie de 

la bactérie. Pour répondre à ces objectifs, l’étude s’est décomposée en trois parties.  

 

1) Etude de l’expression et de la régulation des gènes codant le 

transporteur ABC de zinc de S. agalactiae 

Chez de nombreuses bactéries, l’expression des gènes codant leur transporteur de zinc est 

dépendante de la concentration en zinc du milieu (Ma et al., 2009; Shafeeq et al., 2011). Pour 

les streptocoques cette régulation par le zinc est médiée au moyen du métallorégulateur AdcR 

(Manzoor, Shafeeq, Afzal, et al., 2015; Sanson et al., 2015).  

L’expression des gènes lmb, adcA et adcAII du transporteur a été étudiée par fusion 

transcriptionnelle lac-Z et qRT-PCR à partir de la souche A909 WT de S. agalactiae cultivée 

en MCD avec différentes concentrations de métaux. Une partie de ces expériences a été 

réalisée au préalable au laboratoire puis ces expériences ont été finalisées lors de ce travail de 

thèse. Ces résultats ont montré que les gènes codant les SBP du transporteur sont réprimés par 

le zinc et que leur expression est minimale dès que 10 µM de zinc sont ajoutés dans le milieu 

(Moulin et al., 2016). Ces mêmes techniques appliquées à la souche mutante ∆adcR ont mis 
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en évidence que cette répression par le zinc se réalise via la protéine AdcR. Enfin nous avons 

identifié les séquences de fixation de la protéine AdcR au niveau des régions promotrices des 

opérons adcRCB, lmb-sht, adcAII-shtII et du gène adcA du transporteur (Moulin et al., 2016). 

L’ensemble de ces résultats va ainsi dans le sens de l’hypothèse que ces gènes coderaient un 

transporteur ABC de zinc.  

 

2) Implication du complexe AdcCB et des SBP Lmb, AdcA et AdcAII 

dans l’acquisition de zinc 

Pour étudier l’implication de chacune des protéines identifiées dans l’acquisition de zinc, 

nous avons réalisé la construction de différentes combinaisons de souches mutées pour les 

gènes adcCB, lmb, adcA et adcAII. Leur croissance a ensuite été comparée à celle de la 

souche A909 WT dans un MCD contenant différentes concentrations de métaux.  Nous avons 

observé que la souche ∆lmb/adcA/adcAII est incapable de croitre dans un milieu MCD 

carencé en zinc indiquant une redondance fonctionnelle des protéines Lmb, AdcA et AdcAII 

dans l’acquisition du zinc (Moulin et al., 2016). Les trois protéines doivent en effet être 

absentes pour observer un phénotype différent de la souche WT. Une absence de croissance a 

également été observée pour les souches ∆adcCB et ∆adcCB/lmb/adcA/adcAII en MCD 

carencé en zinc montrant que les trois SBP Lmb, AdcA et AdcAII forment ainsi, avec le 

complexe AdcCB, le transporteur ABC de zinc de S. agalactiae. Enfin, la croissance de ces 

souches est restaurée en ajoutant du zinc dans le milieu, mais pas par l’ajout d’autres métaux, 

indiquant l’implication des protéines dans le transport spécifique de zinc. 

 

3) Rôle du zinc dans la physiologie de S. agalactiae 

Dans cette dernière partie, l’importance du zinc et l’impact du transporteur Adc/Lmb sur 

la physiologie de S. agalactiae ont ensuite été étudiés. Le zinc est connu pour être un 

cofacteur de nombreuses enzymes dont certaines intervenant dans la synthèse de la paroi et la 

division cellulaire (Sun et al., 2011; Andreini and Bertini, 2012). Nous avons ainsi observé 

par microscopie optique, les souches WT et mutantes ∆adcCB, ∆lmb/adcA/adcAII suite à leur 

culture en MCD carencé en zinc. Lorsque le transporteur de zinc n’est pas fonctionnel 

(souches ∆adcCB ou ∆lmb/adcA/adcAII) les bactéries sont retrouvées sous forme de simples 

coques, de diplocoques ou d’agrégats contrairement à la souche WT formant des chainettes 
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(Moulin et al., 2016). Nous avons ainsi montré que le zinc est essentiel pour assurer une 

morphologie normale de la bactérie. 

Par des expériences de compétition entre les souches WT et ∆adcCB ou 

∆lmb/adcA/adcAII, nous avons également pu observer que le transporteur de zinc participe à 

la survie de la bactérie en milieux biologiques humains, dans lesquels la bactérie est retrouvée 

lors d’infections, et qu’il constitue, dans les conditions testées de forte carence en zinc, le 

principal système d’acquisition du zinc de S. agalactiae (Moulin et al., 2016). 

 

Ces travaux sont développés dans la publication qui suit.  
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PUBLICATION N°1 
 

The Adc/Lmb System Mediates Zinc Acquisition in Streptococcus 

agalactiae and Contributes to Bacterial Growth and Survival 

 

Pauline Moulin, Kévin Patron, Camille Cano, Mohamed Amine Zorgani, Emilie Camiade, 

Elise Borezée-Durant, Agnès Rosenau, Laurent Mereghetti, Aurélia Hiron 

 

J Bacteriol. 2016 ; 198:3265–3277 

 

PMID : 27672194 
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Figure 26. Résistance des souches A909 WT et mutantes ∆lmb/adcA/adcAII et ∆adcCB 

au lysozyme. 

 

Suite à une pré-culture de 12h en MCD carencé en zinc, les souches A909 WT et mutantes 

∆adcCB et ∆lmb/adcA/adcAII ont été mises en culture en MCD carencé en zinc ou MCD 

carencé en zinc avec une concentration sub-inhibitrice de lysozyme (6 mg/mL). La Densité 

optique a été lue à 600 nm toutes les heures pendant 24h. Les résultats présentés sont les 

moyennes de trois expériences indépendantes. 
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Résultats complémentaires de la Publication 1 

Dans cette partie nous présenterons des résultats non publiés complétant la Publication 1. 

Dans un premier temps nous avons voulu savoir si le zinc joue un rôle dans la résistance au 

lysozyme. Nous avons ensuite étudié un second rôle potentiel joué par les protéines AdcA et 

AdcAII dans l’adhérence.  

 

1) Le zinc est-il impliqué dans la résistance au lysozyme ? 

Parmi les métalloenzymes nécessitant du zinc pour leur fonctionnement, nous retrouvons 

la protéine SpPgdA de S. pneumoniae (Blair et al., 2005). Cette enzyme est une déacétylase 

peptidoglycane intervenant dans la structure du peptidoglycane. La déletion du gène pgdA 

entraine une hypersensibilité au lysozyme et la lyse de S. pneumoniae par l’absence de 

modifications du site de reconnaissance du lysozyme (absence de dé-N-acétylation des résidus 

du peptidoglycane) (Vollmer and Tomasz, 2000). Le lysozyme est une glycoside hydrolase  

présente dans plusieurs sécrétions comme les larmes, le mucus ou la salive qui intervient dans 

la défense contre les infections bactériennes en catalysant l’hydrolyse du peptidoglycane de la 

paroi des bactéries à Gram + (Cole et al., 2002). Le lysozyme est sécrété par de nombreux 

épithéliums dont l’épithélium pulmonaire et représente un composant majeur de diverses 

cellules phagocytaires comme les neutrophiles (Welsh and Spitznagel, 1971; Cramer and 

Breton-Gorius, 1987). Chez S. agalactiae un homologue de la protéine SpPgdA est présent 

avec 36% d’identité protéique mais n’a pas été décrit. Une carence en zinc chez S. agalactiae 

pourrait donc modifier l’action de l’enzyme SpPgdA, rendant la bactérie plus sensible au 

lysozyme. Pour tester cette hypothèse nous avons suivi la croissance des souches A909 WT et 

mutantes ∆adcCB et ∆lmb/adcA/adcAII en MCD carencé en zinc en présence d’une 

concentration sub-inhibitrice de lysozyme.  

La croissance des souches mutantes ∆adcCB et ∆lmb/adcA/adcAII est affectée de la même 

manière en MCD carencé en zinc en présence ou absence de lysozyme suggérant que le zinc 

n’intervient pas dans la résistance au lysozyme (Figure 26). Ce résultat pourrait s’expliquer 

par le fait que la résistance de S. agalactiae au lysozyme repose principalement sur d’autres 
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Figure 27. Liaison à la laminine humaine immobilisée des souches A909 WT et mutantes 

∆lmb, ∆lmb/adcA/adcAII de S. agalactiae.  

 

Les souches A909 WT et mutantes  ∆lmb, ∆lmb/adcA/adcAII de S. agalactiae ont été mises 

en contact avec 10 µg/mL de laminine ou BSA, immobilisées sur microplaque, pendant 1h30 

à 37°C. Après lavages et décollement, les bactéries ont été dénombrées sur gélose TH. Le 

pourcentage de liaison représente le ratio entre le nombre de bactéries adhérentes et 

l’inoculum. Les résultats présentés sont les moyennes de trois expériences indépendantes  ± 

l’écart-type. 
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protéines qui ne sont pas des métalloenzymes comme cela a été décrit par exemple avec l’O-

acétyltransférase peptidoglycane ou l’opéron dlt chez S. pneumoniae et S. aureus 

respectivement (Peschel et al., 1999; Crisóstomo et al., 2006).  

 

2) Les protéines AdcA et AdcAII jouent-elles un rôle dans 

l’adhérence de S. agalactiae ? 

La protéine Lmb de S. agalactiae fut initialement décrite comme une adhésine permettant 

la fixation d’un composant de la matrice extracellulaire de l’hôte, la laminine (Spellerberg et 

al., 1999). Ce rôle a également été décrit chez son homologue Lbp de S. pyogenes (Elsner et 

al., 2002). S. agalactiae possède également deux homologues de la protéine Lmb, AdcA et 

AdcAII dont le rôle d’adhésine n’a pas été étudié. Tout d’abord, nous avons voulu confirmer 

l’adhérence de la protéine Lmb, en se plaçant dans des conditions où le gène lmb est 

surexprimé (MCD carencé en zinc). Nous avons ensuite étudié la liaison des protéines AdcA 

et AdcAII à la laminine.  

 

A) Test de liaison de S. agalactiae à la laminine  

Pour confirmer le rôle d’adhésine à la laminine de la protéine Lmb, nous avons comparé 

la liaison des souches A909 WT et ∆lmb à la laminine immobilisée sur microplaque. Pour 

chercher à accentuer cette différence d’adhérence, les souches ont été cultivées en MCD 

carencé en zinc, milieu dans lequel les gènes lmb, adcA et adcAII sont surexprimés (Figure 

3B, Publication 1).  

Une liaison de la souche WT à la laminine a été observée, cependant cette liaison apparaît 

non spécifique, le pourcentage de liaison au contrôle négatif (BSA) étant du même ordre de 

grandeur (Figure 27). Etonnement nous n’avons pas retrouvé de liaison plus faible à la 

laminine avec la souche mutante ∆lmb. Pour se replacer dans les mêmes conditions que la 

publication où la liaison de la protéine Lmb avait été observée, les souches WT et ∆lmb ont 

été cultivées en TH, un des composants de ce milieu pouvant être nécessaire à la liaison de la 

laminine (Spellerberg et al., 1999). De manière similaire aux résultats précédents, aucune 

différence de liaison n’a été observée entre les deux souches WT et ∆lmb (résultats non 

montrés). Ces résultats pourraient s’expliquer par la redondance des protéines Lmb, AdcA et 

AdcAII dans la liaison à la laminine.  
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Figure 28. Liaison à la laminine humaine immobilisée des souches de L. lactis subsp 

cremoris NZ9000 transformées avec le vecteur pMS3545 vide ou contenant les gènes lmb, 

adcA ou adcAII.  

 

Les souches de L. lactis transformées avec le vecteur pMS3545 vide ou contenant les gènes 

lmb, adcA ou adcAII ont été mises en contact avec 10 µg/mL de laminine ou BSA, 

immobilisées sur microplaque, pendant 1h30 à 30°C. Après lavages et décollement, les 

bactéries ont été dénombrées sur gélose TH + Ery 10 µg/mL. Le pourcentage de liaison 

représente le ratio entre le nombre de bactéries adhérentes et l’inoculum. Les résultats 

présentés sont les moyennes de trois expériences indépendantes  ± l’écart-type. 
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En absence de la protéine Lmb, les protéines AdcA et AdcAII pourraient prendre le relais 

dans la fixation à la laminine. Pour confirmer cette hypothèse, nous avons comparé la liaison 

à la laminine des souches A909 WT et ∆lmb/adcA/adcAII de S. agalactiae suite à leur culture 

en MCD carencé en zinc.  Nous avons observé que la souche ∆lmb/adcA/adcAII est deux fois 

plus adhérente à la laminine que la souche WT mais cette adhérence est, de la même manière 

que la souche WT, non spécifique (Figure 27). L’absence de fixation de la protéine Lmb à la 

laminine pourrait s’expliquer par le fait que nous avons utilisé une souche (A909) ayant un 

fond génétique différent de la souche de la publication de 1999 (O90R) et que malgré la 

conservation de la séquence de la protéine Lmb au sein des souches de S. agalactiae, la 

liaison à la laminine dépende d’un autre élément en plus de la protéine Lmb, présent dans la 

souche O90R (Spellerberg et al., 1999). Cependant, une absence de fixation de la laminine 

par la protéine AdcAII de S. pneumoniae, présentant 67% d’identité protéique avec la protéine 

Lmb de S. agalactiae, a été décrite, allant dans le même sens que nos résultats (Brown et al., 

2016). 

 

B) Test de liaison à différents composants de la matrice extracellulaire par 

expression hétérologue chez L. lactis   

A partir de tests d’adhérence réalisés sur bactéries entières, aucun rôle des protéines Lmb, 

AdcA et AdcAII n’a été observé. Nous avons ainsi utilisé un autre protocole expérimental en 

utilisant un système d’expression hétérologue de nos protéines. Cette expérience consiste à 

utiliser une bactérie non adhérente, ici L. lactis subsp. cremoris NZ9000, à laquelle a été 

incorporé le vecteur inductible à la nisine pMSP3545 contenant le gène lmb, adcA ou adcAII 

de S. agalactiae (Bryan et al., 2000). De fait, si le gène incorporé dans la bactérie code une 

adhésine à la laminine, nous devrions observer une adhérence spécifique à ce composant. 

L’expression hétérologue du gène fbsA de S. agalactiae chez la souche L. lactis subsp. 

cremoris MG1363 a notamment permis de montrer le rôle d’adhésine au fibrinogène de la 

protéine FbsA (Schubert et al., 2004). 

La souche L. lactis transformée avec le vecteur pMS3545 vide montre une très faible 

liaison non spécifique à la laminine (<0,5%) (Figure 28). Cette liaison n’est ainsi pas jugée 

comme de l’adhérence et cette souche peut être considérée comme un témoin négatif 

satisfaisant. Une absence d’adhérence a également été observée pour les souches de L. lactis 

transformées avec le vecteur pMS3545::lmb, pMS3545::adcA ou pMS3545::adcAII.  
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Figure 29. Liaison à différents composants de la matrice extracellulaire des souches de 

L. lactis subsp cremoris NZ9000 transformées avec le vecteur pTCV-PTet vide ou 

contenant les gènes lmb ou adcAII. 

 

Les souches de L. lactis transformées avec le vecteur pTCV-PTet vide ou contenant les gènes 

lmb, ou adcAII ont été mises en contact avec 10 µg/mL de laminine, de fibrinogène, de 

collagène de type IV ou de BSA, immobilisés sur microplaque, pendant 1h30 à 30°C. Après 

lavage et décollement, les bactéries ont été dénombrées sur gélose TH + Ery 10 µg/mL. Le 

pourcentage de liaison représente le ratio entre le nombre de bactéries adhérentes et 

l’inoculum. Les résultats présentés sont les moyennes de trois expériences indépendantes  ± 

l’écart-type.
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Avec ce modèle nous n’avons donc pas observé de rôle dans la liaison à la laminine en 

surexprimant les protéines Lmb, AdcA et AdcAII avec le vecteur pMS3545. Or ce vecteur a 

été utilisé pour des expériences de complémentation de la souche triple mutante 

∆lmb/adcA/adcAII de S. agalactiae. Une complémentation imparfaite a été observée pour les 

trois gènes lmb, adcA et adcAII (résultats non montrés). L’expression de ces gènes par le 

vecteur pMS3545 après induction dans la souche ∆lmb/adcA/adcAII de S. agalactiae a été 

vérifiée par qRT-PCR. Nous avons mesuré une expression des gènes lmb, adcA et adcAII 

représentant 80, 12 et 28% respectivement de la valeur retrouvée chez la souche WT de S. 

agalactiae (résultats non montrés). Ces valeurs expliquent la complémentation partielle 

observée et pourraient expliquer l’absence d’adhérence de la souche L. lactis à la laminine. 

Nous avons ainsi utilisé un autre plasmide pTCV-PTet possédant un promoteur constitutif fort 

(Firon et al., 2013). Ce vecteur a permis une complémentation de la souche triple mutante 

∆lmb/adcA/adcAII de S. agalactiae par les gènes lmb, adcA et adcAII (Figure S4, Publication 

1). Ce vecteur a donc été introduit chez L. lactis pour réaliser des tests d’adhérence.  

Les trois souches de L. lactis montrent des pourcentages de liaison aux différents 

composants de la matrice extracellulaire inférieurs à 0,2 % indiquant une absence d’adhérence 

de ces souches (Figure 29). Les protéines Lmb et AdcAII ne sont donc pas impliquées dans la 

liaison à la laminine, au fibrinogène et au collagène de type IV. Bien que l’expression des 

gènes lmb et adcAII, clonés dans le vecteur  pTCV-PTet, ait été confirmée dans la bactérie L. 

lactis (résultats non montrés), il serait nécessaire de vérifier la bonne localisation des 

protéines Lmb et AdcAII au niveau de la membrane plasmique de L. lactis par des 

expériences d’ultracentrifugation puis Western blot.  

 

C) Test d’adhérence de L. lactis à la lignée cellulaire humaine A549 

La lignée cellulaire A549 d’adénocarcinome de poumons humains a été utilisée comme 

autre modèle d’étude de l’adhérence des protéines Lmb, AdcA et AdcAII de S. agalactiae. 

Ces cellules ont été décrites comme exprimant à leur surface de la laminine 10/11. De plus, 

cette laminine 10/11 est constituée, entre autres, de la chaine α5 retrouvée au niveau du cœur, 

des muscles squelettiques mais également au niveau des poumons et du placenta (Kikkawa et 

al., 1998). Les deux derniers organes cités étant des lieux de colonisation de S. agalactiae, les 

cellules A549 représentent un bon modèle d’étude pour l’adhérence de S. agalactiae. Enfin, la 

protéine Lbp de S. pyogenes, homologue de la protéine Lmb de S. agalactiae, a été décrite  
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Figure 30. Adhérence aux cellules A549 des souches de L. lactis subsp cremoris NZ9000 

transformées avec le vecteur pMS3545 vide ou contenant les gènes lmb, adcA ou adcAII. 

 

Les souches de L. lactis transformées avec le vecteur pMS3545 vide ou contenant les gènes 

lmb, adcA ou adcAII ont été mises en contact avec les cellules A549 pendant 1h30 à 30°C. 

Après lavages et décollement, les bactéries ont été dénombrées sur gélose TH + Ery 10 

µg/mL. Le pourcentage d’adhérence représente le ratio entre le nombre de bactéries 

adhérentes et l’inoculum. Les résultats présentés sont les moyennes de deux expériences 

indépendantes  ± l’écart-type. 
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comme jouant un rôle dans l’adhérence aux cellules A549 (Elsner et al., 2002). Les souches 

transformées avec le vecteur pMS3545 vide, ou avec les gènes adcA ou adcAII montrent un 

pourcentage d’adhérence inférieur à 1% (Figure 30). La souche de L. lactis exprimant le gène 

lmb, a également un pourcentage d’adhérence très faible, inférieur à 1,2%. L’expression 

hétérologue des gènes lmb, adcA et adcAII ne confère pas à la souche L. lactis une capacité 

d’adhérence aux cellules A549. Les protéines Lmb, AdcA et AdcAII ne jouent ainsi aucun 

rôle dans l’adhérence aux cellules A549.  

Différents modèles et techniques ont été utilisés pour étudier le rôle des protéines Lmb, 

AdcA et AcdAII dans l’adhérence. Ces expériences n’ont pas mis en évidence d’implication 

des protéines AdcA et AdcAII dans la liaison à la laminine. De plus, le rôle  d’adhésine à la 

laminine, initialement décrit pour la protéine Lmb, n’a pas été retrouvé.  

 

3) Matériels et Méthodes  

A) Souches bactériennes et conditions de culture 

Les souches A909 WT et mutantes de S. agalactiae ont été utilisées pour réaliser des tests 

de résistance au lysozyme ainsi que des expériences de liaison à la laminine. Les souches ont 

été cultivées en milieu TH liquide pendant 6h à 37°C avant d’être ensemencées en MCD 

carencé en zinc pendant 12h à 37°C. Cette pré-culture en MCD a ensuite servi pour les 

expériences de résistance au lysozyme et les tests de liaison à la laminine.  La souche L. lactis 

subsp. cremoris NZ9000 a été utilisée pour les tests d’expression hétérologue. Cette bactérie a 

été transformée avec les vecteurs, pMSP3545 ou  pTCV-PTet, vides ou contenant le gène lmb, 

adcA ou adcAII de S. agalactiae (Bryan et al., 2000; Firon et al., 2013). L’expression des 

gènes clonés dans le vecteur pMSP3545 ou le vecteur pTCV-PTet est induite par de la nisine 

(50 ng/mL, Sigma-Aldrich) ou sous le contrôle d’un promoteur constitutif fort 

respectivement. Ces bactéries ont été cultivées à 30°C sans agitation en milieu liquide TH 

additionné de 10 µg/mL d’Ery jusqu’à mi-phase exponentielle de croissance (DO600 nm = 0,5). 

L’expression des gènes clonés dans le vecteur pMSP3545 a été induite avec de la nisine 

pendant 1h30 à 30°C. Les bactéries ont ensuite été utilisées pour les tests d’adhérence. 
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B) Résistance au lysozyme 

A partir d’une pré-culture en MCD carencé en zinc, les souches A909 WT et mutantes 

∆lmb/adcA/adcAII et ∆adcCB ont été ensemencées à une densité optique (DO) de 0,005 en 

MCD carencé en zinc ou MCD carencé en zinc avec une concentration sub-inhibitrice de 

lysozyme (6 mg/mL, Sigma-Aldrich). La DO a ensuite été mesurée à 600 nm toutes les heures 

pendant 24h et les courbes de croissance comparées. Les résultats donnés représentent les 

moyennes de trois expériences indépendantes. 

 

C) Liaison à différents composants de la matrice extracellulaire  

De la laminine placentaire humaine (Sigma-Aldrich), du collagène de type IV (Sigma-

Aldrich) ou du fibrinogène (Sigma-Aldrich), ont été déposés sur microplaque 96 puits à une 

concentration de 10 µg/ml puis laissés à température ambiante pendant 12h. De la BSA (10 

µg/mL, Sigma-Aldrich) a également été utilisée pour servir de témoin négatif d’adhérence. 

Les bactéries (1x10
6
 UFC/mL) ont ensuite été mises en contact avec ces protéines pendant 

1h30 à 37°C (S. agalactiae) ou 30°C (L. lactis). Après lavages de la microplaque au PBS 1X 

puis décollement des bactéries à la protéase (100 µg/mL, Sigma-Aldrich), les bactéries ont été 

dénombrées sur gélose TH (S. agalactiae) ou gélose TH additionnée de 10 µg/mL d’Ery (L. 

lactis). Le pourcentage de liaison donné correspond au ratio du nombre de bactéries 

adhérentes sur le nombre de bactéries présentes dans l’inoculum de trois expériences 

indépendantes.  

 

D) Adhérence aux cellules A549 

Les cellules A549 (ATCC CCL-185) ont été cultivées à 37°C avec 5% de CO2 en milieu 

MEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific) additionné de 10% de sérum de veau fœtal (Gibco, 

Thermo Fisher Scientific), avant d’être déposées sur plaque 24 puits (4x10
5
 cellules/mL). La 

culture des différentes souches transformées de L. lactis puis l’induction des gènes clonés ont 

été réalisées comme décrit dans la partie A. Ces bactéries ont ensuite été mises en contact 

avec les cellules A549 avec une MOI de 15 pendant 1h30 à 30°C. Après lavages au PBS 1X 

les cellules A549 ont été décrochées avec du triton (0,25%, Sigma-Aldrich) et les bactéries 

adhérentes dénombrées sur gélose TH + Ery 10 µg/mL. Le pourcentage d’adhérence a été 
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calculé en faisant le ratio des bactéries adhérentes sur l’inoculum pour deux expériences 

indépendantes.  
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II) Les protéines streptococciques à triade 

d’histidine Sht et ShtII participent à 

l’acquisition du zinc au sein du transporteur 

Adc/Lmb et contribuent à la résistance au 

complément 

Chez S. pneumoniae, en plus des protéines de fixation AdcA et AdcAII et du translocon 

AdcCB, le transporteur ABC de zinc est constitué également de protéines de type Pht 

nécessaires à AdcAII dans le recrutement de zinc (Plumptre, Hughes, et al., 2014). Un rôle 

dans la résistance au complément a également été mis en évidence pour les protéines Pht 

(Ogunniyi et al., 2009). Chez S. agalactiae deux homologues de ses protéines, nommés Sht et 

ShtII, sont présents. Initialement, la protéine Sht a été décrite comme jouant un rôle dans la 

résistance au complément mais cette fonction n’a pas été étudiée pour la protéine ShtII 

(Maruvada et al., 2009). De plus, l’implication de ces deux protéines dans la capture de zinc 

n’a pas été recherchée. Nous avons ainsi supposé que les protéines Sht et ShtII feraient partie 

du transporteur ABC de zinc de S. agalactiae, aideraient les protéines Lmb, AdcA et AdcAII 

dans l’acquisition de zinc et auraient un rôle dans la résistance au complément. 

 

L’objectif de ce travail a ainsi été d’étudier le rôle de ces deux protéines dans la capture de 

zinc et de comprendre leur fonctionnement et leur interaction  avec les autres membres du 

transporteur. Nous nous sommes également intéressés  à un potentiel rôle secondaire joué par 

ces protéines dans la résistance au complément.  

 

1) Rôle des protéines Sht et ShtII dans l’acquisition de zinc de S. 

agalactiae 

Chez S. agalactiae, les deux gènes sht et shtII, codant des protéines de type Pht, sont en 

opéron avec les gènes lmb et adcAII respectivement. Dans notre précédente étude nous avons  
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mis en évidence que les opérons lmb-sht et adcAII-shtII sont réprimés par le zinc via le 

métallorégulateur AdcR (Moulin et al., 2016). La mesure des transcrits des gènes sht et shtII 

par qRT-PCR chez les souches A909 WT et ∆adcR cultivées en MCD avec différentes 

concentrations de zinc a montré que ces gènes situés en deuxième position de leur opéron sont 

réprimés par le zinc via la protéine AdcR de la même manière que les gènes lmb et adcAII 

(résultats non montrés). 

Pour étudier l’implication des deux protéines Sht et ShtII dans l’acquisition du zinc, 

différentes combinaisons des souches mutantes pour les gènes sht et shtII mais également 

pour les gènes lmb, adcA et adcAII ont été réalisées. La croissance de ces souches a été 

comparée à la souche A909 WT en MCD avec différentes concentrations de zinc. Ces 

expériences ont montrées que les protéines Sht et ShtII sont impliquées dans la capture de 

zinc (Publication N°2). Nous avons également mis en évidence deux mécanismes distincts 

d’acquisition du zinc par le transporteur selon la SBP utilisée. Les deux protéines Sht et ShtII 

sont ainsi nécessaires aux protéines Lmb et AdcAII dans le recrutement de zinc mais pas pour 

la protéine AdcA (Publication N°2). Enfin nous avons observé que la protéine ShtII peut 

fonctionner indifféremment avec les protéines Lmb et AdcAII. Le fonctionnement de la 

protéine Sht avec les protéines Lmb et AdcAII est actuellement en cours d’étude au 

laboratoire.  

2) Rôle des protéines Sht et ShtII dans la résistance au complément 

Parmi les réponses immunitaires mises en place lors d’une infection bactérienne, l’hôte 

utilise la voie alterne du complément. Cette voie implique la fixation de molécules C3b à la 

surface bactérienne qui va conduire au final à la lyse de la bactérie par la formation d’un 

complexe d’attaque membranaire (Figure 22A). Pour échapper en particulier à cette voie, S. 

pneumoniae utilise notamment ses protéines Pht (Ogunniyi et al., 2009). La résistance au 

complément de la bactérie est médiée par le recrutement d’un composant de l’hôte le facteur 

H par les protéines Pht (Figure 22B). La fixation de facteur H permet de diminuer le dépôt des 

molécules C3b à la surface bactérienne, ce dernier avec le facteur I transformant les molécules 

de C3b en molécules inactives iC3b. Initialement la protéine Sht de S. agalactiae a été décrite 

comme jouant un rôle dans la résistance au complément en fixant le facteur H de l’hôte 

(Maruvada et al., 2009). La protéine ShtII partageant 43% d’identité protéique avec la 

protéine Sht, il est possible que ces deux protéines partagent le même rôle. Pour étudier le rôle 

de la protéine ShtII dans la résistance au complément, la fixation du facteur H par les 
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protéines purifiées ShtII et Sht (témoin positif) a été mesurée par des tests ELISA. Ces 

expériences ont montrées que les deux protéines Sht et ShtII sont impliquées dans la fixation 

du facteur H (Publication N°2). La résistance au complément a également été testée pour la 

protéine ShtII en comparant la survie dans le sang de la souche A909 WT aux simples et 

double mutants pour les gènes sht et shtII. Les résultats obtenus suggèrent un rôle mineur des 

protéines Sht et ShtII dans la résistance au complément avec une redondance de deux 

protéines (Publication N°2).  

 

Les résultats obtenus sont représentés sous forme d’un article pour présenter le plan de la 

deuxième publication. Cette publication, en préparation, comprendra des expériences 

supplémentaires, non effectuées actuellement, décrites dans les perspectives.
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ABSTRACT 

The Sht protein of Streptococcus agalactiae is described as having a role in the 

resistance of complement through the factor H binding. In this study, we highlighted a new 

role for this protein in zinc uptake. We identified a Sht homolog, named ShtII which also is 

involved in zinc acquisition. We showed that the Sht and ShtII proteins belong to the 

Adc/Lmb zinc transporter which is composed of an AdcCB permease-ATPase complex and 

three zinc-binding proteins Lmb, AdcA and AdcAII. Using single and combined deletions of 

the different genes encoding this transporter we revealed two distinct zinc acquisition modes 

of the Adc/Lmb transporter. Thus, the Sht and the ShtII proteins are necessary for zinc 

acquisition through the Lmb and AdcAII proteins but not for the AdcA protein. We showed 

that the ShtII protein indifferently works with both the Lmb and AdcAII proteins. The role of 

the ShtII protein in factor H binding was analyzed and revealed that both the Sht and ShtII 

proteins bind the factor H. Nevertheless, this binding appeared to confer a minor role in the 

resistance of complement ex vivo, in whole human blood survival assays.  

 

INTRODUCTION 

Streptococcus agalactiae, also named group B streptococcus (GBS), is an 

opportunistic pathogenic bacterium that can infect a large diversity of hosts ranging from 

humans to fishes (1, 2). The bacterium causes invasive infections like septicemia, pneumonia 

and meningitis in human neonates. Despite antibiotics prophylaxis that permit to reduce the 

mortality rate of infected newborns, the bacterium is still the leading cause of neonatal 

invasive infections in many industrialized countries (3, 4). S. agalactiae is also an emerging 

cause of severe pathologies (bacteremia, osteoarticular infections, endocarditis…) in elderly 

and immunocompromised adults (5, 6). 



182 

 



183 

 

In order to cause deep infections and to survive in the host, S. agalactiae possesses 

numerous factors allowing the bacterium to evade immune defenses and especially to resist of 

the complement system (7–9). Among them, the Streptococcal histidine triad protein Sht was 

described as a surface protein involved in complement degradation (10). The proposed 

mechanism is that Sht binds Factor H, a human regulator promoting C3b inactivation and thus 

helps bacteria to escape from lysis by the membrane attack complex (MAC).  The gene 

encoding the Sht protein is organized in an operon with the lmb gene. The lmb-sht operon is 

found on a mobile genetic element, specific to the human strains, suggesting its importance in 

the adaptation and/or virulence in Humans (11, 12). A homologue of the Sht protein, named 

ShtII, and sharing 43 % of protein identity with Sht, is encoded on the adcAII-shtII operon, 

and is present in all sequenced S. agalactiae strains.  

The Sht and ShtII proteins posseses multiple specific motifs of Histidine Triad (HT 

motif) that classify them in the histidine triad family protein (13). This family of proteins is 

found in almost all of the streptococci groups with the exception of the Bovis, Mutans and 

Salivarius groups (14). Among the proteins of this family, the Sht and ShtII proteins exhibit 

respectively 52% and 37% of protein identity with the PhtD protein of Streptococcus 

pneumoniae. The PhtD and its three homologs (PhtA, PhtB and PhtE) were described as 

having a role in zinc acquisition, and form, in association with a translocon (AdcCB) and two 

lipoproteins (AdcA and AdcAII), a zinc-ABC transporter (15, 16). Pht proteins are 

predominantly cell wall-associated proteins (17). Flow cytometric analyses showed that the 

C-terminal region of the PhtD protein is more exposed to exogenous antibodies suggesting 

that the amino region of the protein is oriented towards the membrane (18, 19). PhtD has been 

shown to bind zinc through its five HT motifs, and predominantly through its first HT motif 

(17, 20). The current model is that PhtD could transfer the metal to the AdcAII lipoprotein by 

direct interaction for transport into the bacterial cell (21). Consistent with the 
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high level of similarity between PhtD and its homologs PhtA, PhtB and PhtE, it has been 

shown that each of the four proteins contribute to AdcAII-mediated zinc acquisition, with 

overlapping functionality (15). In S. agalactiae, a similar zinc ABC transporter has been 

described. This transporter is composed of three substrate binding proteins (SBP), Lmb, 

AdcA and AdcAII which deliver zinc to the permease-ATPase complex AdcCB (12). The 

high protein identity between the Sht, ShtII and PhtD proteins and the co-regulation of the 

lmb-sht, and adcAII-shtII genes strongly suggest that the Sht and ShtII proteins could work 

with the Adc/Lmb system to transport zinc. Despite these further evidences, the implication of 

the Sht and ShtII proteins in zinc acquisition has not been studied yet.  

In this study we examined the impact of the Sht and ShtII proteins in zinc transport 

through the Adc/Lmb system. Our results revealed a major role of the Sht and ShtII proteins 

to ensure zinc acquisition via the Lmb and AdcAII proteins. Thus, to transport zinc, the 

Adc/Lmb transporter employs different and functionally redundant systems of zinc 

acquisition, governed by a complex network of interaction between the constitutive proteins. 

We also studied the S. agalactiae resistance towards the complement system and extended 

data previously observed for Sht, to ShtII, highlighting a double function in zinc transport and 

in escape to immune system for both proteins.  

 

MATERIALS AND METHOD 

Bacterial strains and culture conditions 

S. agalactiae (GBS) and E. coli strains used in this study are listed in the Table S1 of the 

supplemental material. E. coli XL1-blue served as the host for recombinant plasmid 

pG+host1
TS 

and E. coli BL21 was used for the expression of recombinant protein from 

plasmid pET28a. S. agalactiae strains were cultured on 5% horse blood trypticase soy (TSH) 

agar plates (1.5% agar) (bioMérieux), on Todd-Hewitt broth (TH) agar (catalog number 
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Table 1. Oligonucleotides used in this study 

Name Sequence
a
 

Primers used for the deletion of sht 

OAH 107 TTTGTTGGTACCCCATTCACATACCTTAGAAGC 

OAH 108 ATATGTCCATGGCACTAATAATCTCCTTTACTTC 

OAH 109 CAACAACCATGGCCTTAACCAAAAGAAGATCTC 

OAH 110 ATGTCTCCCGGGGGAACACCTGCAGATAATGCCTG 

Primers used for the deletion of shtII 

OAH 123 ACTCTAGAATTCCTGTAATTGAAGCTTCAAAAG 

OAH 124 TTTACGGGTACCCCTCGCTCCTTTCTTTATATA 

OAH 125 CTAGCAGGTACCAAATAATAAAAGAGTTGAGTA 

OAH 126 TCAACACCCGGGCTTATCCTTGTAGGAGGAGAA 

Primers used for the complementation of sht 

OAH 248 TTTTTTAGATCTGGAGGTACTGTGAAGAAAACATATGGT 

OAH 225 CTTCAAAATCACCGTAACTTGCTTTCTGCAGAAAAACTTTG

AGCAATTTGCTCAAAGTTTTTTTAAGGGTTTATTTGTTGAA

GTGTCTTGAT 

Primers used for the complementation of shtII 

OAH 249 TTTTTTGGATCCGGAGGTACTATGAATCGTAAAAAAACAG

TT 

OAH 241 TTTGCATGCAAAAACTTTGAGCAATTTGCTCAAAGTTTTT 

TTATTTCACTTCTGCTAGTGTTTTAATATC 

Primers used for the deletion of lmb 

OAH 24 AGGCTGGAATTCTGGAAGGCGCTACTGTTCC 

OAH 25 CTCCTTTACTTCAACCCTTTTTTCATAGTACCTCCTCAATT 

OAH 26 TACTATGAAAAAAGGGTTGAAGTAAAGGAGATTATTAGTG

AAG 

OAH 27 GGCTTGGGATCCAGCTAGCTCACTTGGAGAC 

Primers used for the deletion of adcAII 

OAH 40 AAAATCGAATTCCAACGTGTTAATCAAGCAAGTG 

OAH 62 TAAGGTACCTCCGTATCCTTTTCATTAAACCTCC 

OAH 63 TTAGGTACCTAGGTAGTTATATAAAGAAAGGACG 

OAH 43 TACTAAGGATCCATCTCCCATGTCATCAATGAC 

Primers used for the deletion of adcA 

OAH 86 AATCGTGGTACCGCAGCTCTAGCAGATCCACAC 

OAH 76 ATAAAGCTTGAAATTTCTTTCTCATTTTTTCTCC 

OAH 77 ATGAAGCTTCATTAATATTTAAAAGATGATATCGG 

OAH 87 CATCCAGGATCCCGTCCAGTTGTTTTCTTAGATAC 

Primers used for recombinant proteins expression  

OAH 173 Sht CATATTGAATTCTACCAACTTGGTAAGCATCATATGGGT 

OAH 174 Sht ATCTTCGTCGACTTA AGGGTTTATTTGTTGAAGTGT 

OAH 175 ShtII TACCAAGAATTCAGCTATAATGCCCAAAAATCAGAC 

OAH 176 ShtII TCA ACTGTCGACTTATTTCACTTCTGCTAG 

OAH 177 Lmb GGGTGTGAATTCTCAGCAAACCCCAAACAGCCT 

OAH 178 Lmb TAATAAGTCGACTTACTTCAACTGTTGATAGAGCAC 

 a 
Added restriction site sequences are shown in bold 
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T1438; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or in liquid TH medium at 37°C without agitation. 

Complemented mutant strains harboring pTCV-PTet plasmid were maintained in medium 

containing 10 µg/ml of erythromycin (Ery). E. coli strains were cultured on Luria-Bertani 

(LB) agar plates (catalog number 1005317;MP, Solon, OH, USA) or in liquid LB medium at 

37°C with agitation (220 rpm). E. coli strains harboring pG+host1
TS 

or pTCV-PTet plasmids 

were maintained in medium containing 150 µg/ml of Ery. E. coli strains harboring pET28a 

plasmid were maintained in medium containing 25 µg/ml of kanamycin and 25 µg/ml of 

chloramphenicol.  

Construction of deletion and complemented mutants 

Nonpolar deletion mutants strains of A909  S. agalactiae  with a single or combined 

deletions of the entire coding sequence of the lmb, adcA, adcAII, sht or shtII genes had been 

generated as previously described (12). PCR and DNA sequencing were used to confirm that 

the desired mutations had been introduced. Primers (Eurogentec and Sigma-Aldrich) used to 

generate mutants strains are listed in Table 1. To complement the ∆sht/shtII/adcA mutant 

strain the entire coding sequence of sht or shtII gene was cloned into the pTCV-PTet vector 

using appropriate restriction sites as previously described (12). The cloned sequences into the 

pTCV-PTet vectors were confirmed by PCR and DNA sequencing. Oligonucleotides 

(Eurogentec and Sigma-Aldrich) used for the complementation constructs are shown in Table 

1.  

GBS culture in chemically defined medium 

S. agalactiae strains were cultured in zinc-restricted chemically defined medium 

(CDM) as previously described (12). Briefly, a zinc-restricted CDM preculture of 8h 

containing glucose 0.2% (wt/vol) (D-(+)-Glucose, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) was made 

from an overnight TH culture. Preculture was then used to inoculate a zinc-restricted CDM 
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containing glucose 1% (wt/vol) and various ZnSO4 concentrations (from 0 to 100 µM). 

Bacterial growth was monitored on microplates during 12h at 37°C.  

Purification of His-tagged Sht, ShtII and Lmb proteins. 

A909 S. agalactiae DNA was used to amplifiy by PCR the sht, shtII and lmb genes 

with the Q5 High-Fidelity DNA polymerase (New England BioLabs [NEB]). The sht, shtII 

and lmb genes were amplified using the OAH173-174, OAH175-176 and OAH177-178 

primers respectively. These primers were designed to remove the sequence signal of each 

proteins (residues 1-23 for Sht ; 1-27 for ShtII and 1-22 for Lmb). PCR amplifications were 

cloned into pET28a (+) vector (EMD Biosciences) in E. coli BL21 codon + (DE3)-RIL 

(Novagen, Madison, Wis) for high-level expression and purification over Ni
2+

 column. E. coli 

BL21 strains harboring the corresponding plasmids were cultured in LB medium until a 

OD600 of 0.5, and protein expression was induced by 1 mM of isopropyl-β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) for 5h; cells were pelleted, resuspended in 1 ml of lysis buffer 

(20 mM Tris base, 300 mM NaCl, glycerol 10% [pH 8.0]) and subjected to sonication. 

Recombinant proteins were purified from lysed E. coli cells by passage over a commercial 

nickel affinity matrix (His-Select Nickel Affinity gel, Sigma-Aldrich) and eluted under native 

conditions according to the manufacturer’s instructions. The eluates were subjected to sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) gel electrophoresis and colored as Coomassie 

blue for purity estimation, as described by Laemmli  (22).  

Factor H binding to Sht and ShtII proteins.  

A 96 well micro test plate (SARSTEDT, Germany) was coated at concentration of 10 

µg/mL with purified recombinant proteins (Sht, ShtII or Lmb) and air dried at 37°C. The 

wells were washed three times with 200 µL of PBS containing 1% of skim milk (wt/vol) and 

0.05% Tween 20 (wash buffer) and then blocked with 200 µL of PBS containing 5% of skim 

milk (wt/vol) and 0.05% Tween 20 (blocking buffer) for 1h at 37°C. Decomplemented human 
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serum 30 min at 56°C, providing of two healthy donors who were not taking medications, was 

used as a source of FH. After washing, 200 µL of decomplemented serum were added in the 

wells during 2h at 37°C. The wells were then washed three times with the wash buffer and 

incubated with 100 µL of mouse antibody factor H (1:5000 (vol/vol) in PBS; Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Mo) during 1h at 37°C. After three washing of the wells, 100 µL of peroxidase-

conjugated anti-mouse IgG (1:20,000 (vol/vol) in 0,05 M carbonate-bicarbonate Buffer, PH 

9.6; Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) were added and the plate was incubated 1h at 37°C. The 

wells were finally washed before adding 200 µL of Sigma Fast OPD substrate (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Mo) and the OD450 was read. ELISA assays were repeated three times in 

duplicate and the mean and standard deviations were determined. 

Factor H binding to whole bacteria.  

To compare binding of FH to the WT and ∆sht/shtII mutant strains, decomplemented 

human serum 30 min at 56°C, providing of two healthy donors who were not taking 

medications, was used as a source of FH. Bacteria were grown in TH for 8h and then cultured 

in zinc-restricted CDM (OD600, 0.005) during 12 hours. Cells were harvested by 

centrifugation and the cell pellet was resuspended in phosphate-buffered saline (PBS) to 10
9
 

cfu/ml. 100 µL of this suspension was then added into microplate and the plate was air dried 

at 37°C. The ELISA assays were then performed as described above.  

Complement resistance assays in human whole blood or in decomplemented human 

whole blood.  

Whole human blood was used as a source of complement. It provided from one 

healthy donor, who was not taking medications. A part of blood was inactivated during 30 

min at 56°C. A culture of the WT and mutant strains in TH during 8 hours was used to 

inoculate a zinc-restricted CDM culture (OD600, 0,005) during 12 hours. Cells were washed 
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Fig 1. The Sht and ShtII proteins are involved in zinc acquisition through the Adc/Lmb transporter. 

(A) Schema of the Adc/Lmb system. The transporter is composed of the AdcCB permease-ATPase 

complex in association with the three zinc-binding proteins Lmb, AdcA and AdcAII. This transporter 

would also possesse the Sht and ShtII proteins, found in the cell wall, to recruit zinc. (B) The A909 

WT (line) and the ∆sht/shtII/adcA (triangles), ∆lmb/sht/adcAII/shtII (circles), 

∆lmb/sht/adcAII/shtII/adcA (diamonds) mutant strains were grown in zinc-restricted CDM. (C) The 

A909 WT (gray) and the ∆sht/shtII/adcA (dark) mutant strains were grown in zinc-restricted CDM 

with various amounts of added Zn
2+

 (from 0 to 10 µM). (D) The A909 WT (line) containing the empty 

pTCV-PTet vector and the ∆sht/shtII/adcA mutant strains containing the empty pTCV-PTet (triangles) or 

the pTCV-PTet::sht (diamonds) or the pTCVPTet::shtII (circles) vectors were grown in zinc-restricted 

CDM with 10 µg/mL erythromycin. The growths were monitored by OD600 measurements every hour 

during 12h. Data are representative mean OD600 measurements from three independent experiments.  
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and resuspended in PBS to inoculate 1 mL of blood or decomplemented blood at a 

concentration of 10
6
 cfu/mL then incubated for 3h at 37°C with gentle agitation. The number 

of cfu was determined by plating dilutions on TH agar. Experiments were realized at a list of 

three times.  

Statistical evaluation. 

 Data are presented as the mean ± standard error of the mean. Statistical analyses were 

performed using the non-parametric Student t test (unpaired). Tests were conducted using the 

Biosta TGV online software. P values of < 0.05 were considered to indicate a statistically 

significant difference. 

 

RESULTS 

The Sht and ShtII proteins are zinc suppliers of the Adc/Lmb system 

We hypothesized that Sht and ShtII proteins of S. agalactiae may be a part of the 

Adc/Lmb zinc transporter comprising three binding proteins and the AdcCB translocon (Fig. 

1A). To examine the role of the Sht and ShtII proteins in zinc recruitment, single or double 

deletions of the sht and shtII genes, in isolation or in combination with the lmb, adcA and 

adcAII genes, were constructed. Growths of the mutant strains were performed in a zinc-

restricted chemically defined medium (zinc-restricted CDM) where the Adc/Lmb transporter 

has been shown to be essential for the bacterium development (12). The mutant strains 

lacking one or both of the sht and shtII genes presented a similar growth to the WT strain 

(Fig. S1). This is also the case for the ∆lmb/sht/adcAII/shtII mutant strain, indicating that 

AdcA, as the unique zinc-binding protein, is sufficient to confer a normal growth of the 

bacterium (Fig. 1B). However, growth was strongly impaired with the ∆sht/shtII/adcA strain. 

This growth deficiency is similar to that observed in the ∆lmb/sht/adcAII/shtII/adcA mutant 

strain lacking all the cell-surface components of the transporter (Fig. 1B). These results 
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FIG 2. Comparison of the amino acid sequence of the Sht and ShtII proteins of Streptococcus 

agalactiae and the PhtD protein of Streptococcus pneumoniae. The peptide signal sequences 

are highlighted in gray. The identified histidine triad motifs (HT) are boxed in black. The 

protein sequences were aligned using the BioEdit software.  
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indicated that, in absence of AdcA and in metal restricted-conditions, the Sht and ShtII 

proteins are necessary for zinc acquisition via the Lmb and AdcAII proteins. 

 Then we confirmed that the failing of growth of the ∆sht/shtII/adcA strain was 

specifically due to a lack of zinc, as the growth of the ∆sht/shtII/adcA was gradually restored 

by addition of increasing concentration of zinc (Fig. 1C) but not by addition of other metals 

(Fig. S2).  

Finally, to ensure growth phenotypes and to compare the efficiency of the Sht and 

ShtII proteins in zinc recovery, the ∆sht/shtII/adcA mutant strain was transformed with a 

vector whose the sht or shtII genes were under the control of a constitutive promoter PTet (23). 

The growth of the ∆sht/shtII/adcA mutant strain containing the pTCV-PTet::sht or the 

pTCVPTet::shtII construction was compared to that of the WT and of the ∆sht/shtII/adcA 

mutant strain with the empty pTCV-PTet vector in a zinc-restricted CDM. Both strains 

containing either the pTCV-PTet::sht or the pTCVPTet::shtII complementing constructs, 

showed a similar growth to the WT (Fig. 1D). Thus, in the tested conditions, the Sht and ShtII 

proteins present overlapping functionality and efficiency as zinc suppliers.  

Taken together, these data indicate that the Adc/Lmb transporter of S. agalactiae 

employs two systems permitting zinc delivery: on one side, the AdcA protein that is sufficient 

to import zinc alone, and on the other side the Lmb and AdcAII proteins that are dependent 

upon the Sht and ShtII proteins to permit zinc recruitment. This is in agreement with previous 

studies in S. pneumoniae that also highlighted distinct zinc acquisition mechanisms (21, 24). 

Role of the 5 Histidine Triad motifs of Sht and ShtII proteins in zinc acquisition 

Amino acid alignment between the Sht, ShtII and PhtD proteins showed that as well as 

their pneumococcal ortholog, the Sht and ShtII proteins contain five HT motifs (Fig. 2). The 

N-terminal region is the most conserved part of the three proteins and their three first HT are 

perfectly aligned. To examine their respective role in zinc acquisition, the three histidine 
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Fig 3. Study of the functioning of the Sht and ShtII proteins with the Lmb and AdcAII 

proteins in zinc acquisition. (A) The WT (light gray), ∆adcAII/sht/adcA (dark gray), 

∆lmb/sht/adcA (black) (B) and the WT (light gray), ∆adcAII/shtII/adcA (dark gray) mutant 

strains were grown in zinc-restricted CDM. The growth was monitored by OD600 

measurements every hour during 12h. Data are representative mean OD600 measurements from 

three independent experiments. 
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residu (HxxHXH) of each HT motif of the Sht and ShtII was replaced by phenylalanine. 

These mutations have been shown to remove zinc binding capacities of the HT motif while 

maintaining a similar steric bulk of the PhtD protein (20). The mutated alleles of the sht and 

shtII genes were introduced in the complementation pTCV-PTet vector and transformed into 

the ∆sht/shtII/adcA strain. Growth of the resulting strains, named shtΔHT* and shtIIΔHT* 

was compared to that of the ∆sht/shtII/adcA strain complemented with the parental allele of 

the sht and shtII genes.  

The ShtII protein indifferently works with the Lmb and AdcAII proteins 

We showed that the Lmb and AdcAII proteins needed the Sht and ShtII proteins to 

acquire zinc in the absence of the AdcA protein. Then we studied if the Sht and ShtII proteins 

can indifferently serve to the Lmb and AdcAII proteins in zinc transport. We constructed 

different combinations of deletion of the lmb, adcAII, sht and shtII genes in a ΔadcA genetical 

background. The growth of each resulting strains was compared to that of the WT strain in 

zinc-restricted CDM. Both ∆adcAII/sht/adcA or ∆lmb/sht/adcA strains, only containing for 

zinc capture either the Lmb / ShtII or the AdcAII / ShtII couple of proteins, were able to grow 

similarly to the WT (Fig. 3A). These results suggest that the ShtII protein serves indifferently 

as a zinc supplier to the Lmb and AdcAII proteins. In the same way the growth of the 

∆adcAII/shtII/adcA strain only containing for zinc capture the Lmb / Sht couple of proteins 

was measured. A similar growth was observed between the WT and the ∆adcAII/shtII/adcA 

mutant strain (Fig. 3B), suggesting that the Sht protein works with the Lmb protein.  

The Sht and ShtII proteins do not protect against zinc excess  

The Sht protein is a protein found in the bacterial cell wall containing five histidine triad 

motifs whose each motif can potentially bind a zinc molecule (10). Therefore this protein 

could be a zinc reservoir for the bacterium which could be used during a zinc deficiency 
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Fig 4. Growth comparison of the A909 WT and ∆sht/shtII mutant strain under extracellular 

zinc excess. The growth of the WT (light gray) and the ∆sht/shtII (black) mutant strains in 

zinc-restricted CDM with various amounts of added Zn
2+

 (from 0  to 1mM) was monitored by 

assessing the OD600 at 1h intervals during 12h. Data are representative mean OD600 

measurements from three independent experiments. 
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period. Nevertheless during infection the zinc concentration can increase in a toxicity manner 

for bacteria : 100-120 µM in the lungs and brain and 650 µM in the blood (25). In a zinc 

excess environment these five histidine triad motifs could be used to limit the entry of zinc 

into the bacterium by secondary transporters. We compared the growth of the WT strain and 

the double ∆sht/shtII mutant strain in a CDM with an excess of zinc. The double mutant strain 

tolerated the zinc toxicity similarly to the WT strain showing that the Sht and ShtII proteins 

are not involved in the resistance of zinc stress (Fig. 4). In the presence of zinc toxic 

concentrations, some bacteria could use their metallochaperones like YciC or ZinT to chelate 

the excess of zinc from their cytoplasm (26, 27). The SBP AdcA of the Adc/Lmb transporter 

of S. agalactiae possesses a ZinT-like domain whose its homologs in S. pneumoniae was 

described to bind zinc (12, 24). The role of the AdcA protein in zinc excess environment was 

analyzed using the ∆sht/shtII/adcA mutant strain. Similar growths were observed between the 

WT and the ∆sht/shtII/adcA mutant strains in a CDM with zinc toxic concentrations 

indicating that the AdcA protein does not play a role in zinc excess stress (data not shown).  

Both the Sht and ShtII proteins have a role in the fixation of factor H 

The Sht protein was first described as a protein that binds the factor H, a negative regulator of 

the alternative pathway of complement system (10). This regulatory protein with the factor I 

degrade the C3b molecule of complement into an inactive iC3b molecule. The recruitment of 

the factor H by the bacterium permits to decrease the C3b on its surface and to avoid its lysis 

by the formation of the membrane attack complex. We investigated if the ShtII protein was 

also able to bind the factor H by ELISA from a ShtII purified protein. We also purified the 

Sht and Lmb proteins and used them as positive and negative controls to factor H binding 

respectively. To our knowledge, the Lmb protein has not been described as binding the factor 

H. For experiments decomplemented serum was used as a source of factor H. The background 

OD of wells coated with the same purified protein but not incubated with serum was 
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Fig 5. Both the Sht and ShtII proteins bind the factor H. Factor H binding to Lmb, Sht and 

ShtII purified proteins was measured by ELISA. Decomplemented human serum, as a source 

of factor H, was put into contact of the Lmb, Sht and ShtII immobilized proteins (10 µg/mL) 

during 2h and the binding was measured reading the OD at 450nm. OD measurments 

correspond to the mean ± standard deviations of three independents experiments. The 

asterisks indicate P values obtained using an unpaired Student t test to compare factor H 

binding by the Sht or ShtII proteins with the factor H binding by the Lmb protein. *, P < 0,05 
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soustracted to the OD measured for the proteins in contact with serum. As negative control 

the Lmb protein did not show binding to factor H contrary to the Sht and ShtII proteins which 

showed a binding to factor H (Fig. 5). To know if the Sht and ShtII proteins are redundant in 

factor H binding and to determine their importance into the bacterium we performed whole-

cell ELISA using the A909 WT and ∆sht/shtII strains. Before to plate bacteria into wells, the 

strains were grown in zinc-restricted CDM in which the sht and shtII genes were fully 

expressed (data not shown). No difference of factor H binding was observed between the WT 

and ∆sht/shtII strains (data not shown). 

The Sht and ShtII proteins have a redundant minor role in the resistance of complement 

in whole human blood 

To evaluate the impact of the binding of factor H by the Sht and ShtII proteins in bacteria we 

realized survival assays in blood. The WT, ∆sht, ∆shtII and ∆sht/shtII strains were put into 

contact with whole human blood or in decomplemented blood during 3 hours and the number 

of CFU/mL was recovered. To observe if zinc could play a role in the resistance of 

complement, we also analyzed the resistance of complement of the ∆adcCB mutant strain. As 

shown in the figure 6A all strains were able to grow in the absence of complement and the 

elimination of one or two of the Sht and ShtII proteins did not affect the growth of the mutant 

strains. On the other hand, the development of the WT strain in whole human blood was less 

important (Fig. 6B). In this biological fluid the bacterium had to resist to complement and a 

part of bacteria were killed by the complement. Furthermore the ∆sht and ∆shtII mutant 

strains presented similar growth to that of the WT strain. The ∆sht/shtII mutant strain did not 

develop, but the difference with the WT is not significant, suggesting a minor redundant role 

of the Sht and ShtII proteins in the resistance of complement (Fig. 6B). The ∆adcCB mutant 

strain presented a less high, but not significant, resistance of complement than the WT strain 

indicating a weak involvement of zinc in the resistance of complement (Fig. 6B).
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Fig 6. The Sht and ShtII proteins have a redundant minor role in the resistance of 

complement. Number of CFU / mL of WT, ∆sht, ∆shtII, ∆sht∆shtII and ∆adcCB strains was 

recovered after 3 hours of culture in decomplemented whole human blood (A) or in whole 

human blood (B). Results are the means ± standard deviations of the three independent 

cultures.  
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DISCUSSION 

In this study we determined the implication of the Sht and ShtII proteins in zinc 

acquisition. We showed that the Sht and ShtII proteins belong to the Adc/Lmb transporter as 

zinc suppliers of the Lmb and AdcAII SBP. We highlighted that the zinc acquisition by the 

Adc/Lmb transporter is mediated by two distinct mechanisms using the AdcA protein or the 

Lmb-Sht, AdcAII-ShtII proteins. These two zinc acquisition modes were previously described 

for the ABC transporter of S. pneumoniae and could be explained by the structural difference 

between the AdcA and the AdcAII proteins (21, 24). The Lmb and AdcAII proteins of S. 

agalactiae possesse one zinc binding motif composed of a triad histidine and a glutamic acid 

(12, 28). The AdcA protein has the same zinc motif as the Lmb and AdcAII proteins but it 

also possesses a histidine-rich loop and a ZinT-like domain that potentially bind zinc as 

described for its homolog of S. pneumoniae (12, 21, 24). The AdcA protein having three 

potential zinc binding motifs, it does not need the Sht and ShtII proteins to capture zinc 

contrary to the Lmb and AdcAII proteins. This hypothesis is also confirmed by the fact that 

some streptococci as Streptococcus thermophilus have only one copy of the SBP, the AdcA 

protein, in their zinc-ABC transporter. The presence of one or two copies of the AdcAII type 

protein, in addition of the AdcA protein, in some human pathogenic streptococci such as S. 

pneumoniae, S. pyogenes or S. agalactiae could be explained by different roles played 

between the AdcA and the AdcAII proteins in vivo. In S. pneumoniae both the AdcA and 

AdcAII proteins are necessary for an optimal nasopharynx colonization but the AdcAII 

protein appeared to have a more important role (29).  

We observed that the couples of proteins Lmb-Sht and AdcAII-ShtII are redundant 

and as efficient as the AdcA protein to import zinc. The Sht-ShtII and Lmb-AdcAII having a 

high protein identity, we hypothesized that the Sht and ShtII proteins could function as zinc 

suppliers indifferently for the Lmb and AdcAII proteins. We showed that the ShtII protein 
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works indifferently with both the AdcAII and the Lmb proteins. The functioning of the Sht 

protein with the AdcAII or the Lmb protein is actually under study and will allow to 

determine if the Sht protein works indifferently with the AdcAII and the Lmb proteins as it is 

the case for the ShtII protein. These growth phenotypes would give us indirect proofs of the 

functioning of the Sht and ShtII proteins with the AdcAII and Lmb proteins. Experiments of 

direct interaction between native or modified Sht / ShtII and AdcAII / Lmb proteins would 

permit to confirm these results and to determine a potential interaction site between these 

proteins. 

The Sht and ShtII proteins are composed of five HT motifs which potentially bind 

zinc. In S. pneumoniae, the importance of the five HT motifs of the PhtD protein was studied 

and revealed a non redundant role of these motifs in vitro. Analyses to determine the role in 

zinc-binding of each HT motifs of the Sht and ShtII proteins of S. agalactiae are ongoing and 

will tell us if there is a hierarchy of these motifs to capture zinc.  

During infection, a strategy of the host to fight bacteria is to increase the zinc 

concentration at toxic level in several organs (25, 30). To maintain homeostasis bacteria as E. 

coli or Bacillus subtilis could use metallochaperones like ZinT to bind zinc surplus of the 

cytoplasm (27, 31). Among their role in zinc-binding during zinc deficiency period, we 

hypothesized that the AdcA protein, which has a ZinT-like domain, and the Sht and ShtII 

proteins, which have several zinc-binding motifs, could also be used by S. agalactiae to 

capture the zinc excess of cytoplasm. No difference in the resistance of zinc excess was 

observed between the WT and the ∆sht/shtII/adcA mutant strain. In the presence of sufficient 

zinc concentration in the medium we previously showed that genes encoding the Adc/Lmb 

transporter were repressed (12). Thus the basal level of the adcA, sht and shtII genes does not 

play a role in the resistance of zinc toxicity. Nevertheless, the WT and ∆sht/shtII/adcA mutant  
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strains were able to grow despite the zinc toxicity concentration of the medium suggesting 

that S. agalactiae possesses efficient zinc efflux systems. In S. pneumoniae and S. pyogenes 

the CzcD and PmtA zinc efflux systems were described respectively (32, 33). In S. agalactiae 

homologs of these proteins are present and could explain the resistance of the bacterium in 

zinc toxicity.  

Human strains of S. agalactiae possesse two copies of the Streptococcal histidine triad 

protein, the Sht and ShtII proteins, which both have a redundant role in zinc acquisition in 

association with the Lmb and AdcAII proteins respectively. The Sht protein was initially 

described as playing a role in the resistance of complement by recruiting a component of the 

host, the factor H which permit to stop the alternative pathway of the complement (10). The 

Sht and ShtII proteins sharing 43% of protein identity, we analyzed the fixation of the factor 

H by the ShtII purified protein. We observed a factor H binding by the Sht and ShtII proteins. 

However, to have an idea of the importance of this binding, the binding of factor H by the Sht 

and ShtII proteins should be compare to the binding of a protein described as binding the 

factor H. The β protein of S. agalactiae or the PspC protein of S. pneumoniae were notably 

described as binding the factor H (9, 34). The factor H binding was also studied from whole 

bacteria comparing the binding of factor H between the WT and the ∆sht/shtII strains. No 

significant difference in the factor H binding was observed. In our experiments, the Sht and 

ShtII proteins of the WT strain could be masked by the capsule. The factor H binding by the 

bacterium could also be principally due to others proteins as the β protein (Bac protein) which 

was described to bind the factor H (9). The comparison of factor H binding between the 

∆sht/shtII and the ∆sht/shtII/bac mutant strains would determine if the three proteins Sht, 

ShtII and β would play a synergic effect in factor H binding. The importance of the Sht and 

the ShtII proteins in the resistance of complement was also studied comparing the survival of 

the WT and the ∆sht, ∆shtII, ∆sht/shtII mutant strains in whole human blood and 
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decomplemented human blood. A redundant role of the Sht and ShtII proteins was observed. 

Nevertheless, we did not observe a significant difference of survival between the WT and the 

∆sht/shtII strains indicating that the resistance of complement is not the major role played by 

the Sht and ShtII proteins. The comparison of the resistance of complement between the 

∆sht/shtII and the ∆sht/shtII/bac mutant strains would determine, as mentioned before, if the 

three Sht, ShtII and β proteins would play a synergic effect in factor H binding.  

A role of the Sht and ShtII proteins in the resistance of complement was suggested in 

this study. This role is now under study and could give more information of the strategies 

used by the bacterium to evade the immune system. 
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 

 

Table S1. Bacterial strains and plasmids used in this study 

 

Strain or plasmid Genotype or description 
Source or 

reference 

Escherichia coli strain 

XL1-blue 
endA1 gyrA96 (NalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 

hsdR17(rK
- mK

+) F' [ ::Tn10 (TetR) proAB+ lacIq ZΔM15] 

Stratagene 

 

BL21 codon + (DE3)-RIL F- dcm ompT hsdS (r B - m B -) gal [malB+] K-12 (λ
S) Novagen 

 

 

 

 
 

Streptococcus agalactiae strains 

A909 (WT) Isolated from a septic human neonate in 1934 (1) 

A909∆adcCB 
Isogenic adcCB (sak_0218 and sak_0219) deletion 

double mutant of A909 
(2) 

A909∆sht Isogenic sht (sak_1318) deletion mutant of A909 This study 

A909∆shtII Isogenic shtII (sak_1897) deletion mutant of A909 This study 

A909∆sht/shtII Isogenic sht and shtII deletion double mutant of A909 This study 

A909∆sht/shtII/adcA 
Isogenic adcA (sak_0685), sht and shtII deletion triple 

mutant of A909 
This study 

A909∆sht/shtII/adcA-pTCV-

PTet::sht 

sht (sak_1318) plasmid complementation of A909 

∆sht/shtII/adcA 
This study 

A909∆sht/shtII/adcA-pTCV-

PTet::shtII 

shtII (sak_1897) plasmid complementation of A909 

∆sht/shtII/adcA 
This study 

A909∆lmb/sht/adcAII/shtII 
Isogenic lmb (sak_1319), sht, adcAII (sak_1898) and 

shtII deletion quadruple mutant of A909 
This study 

A909∆lmb/sht/adcAII/shtII/adcA 
Isogenic lmb, sht, adcAII, shtII and adcA deletion 

quintuple mutant of A909 
This study 

A909∆adcAII/shtII/adcA 
Isogenic adcAII, shtII and adcA deletion triple mutant of 

A909 
This study 

A909∆adcAII/sht/adcA 
Isogenic adcAII, sht and adcA deletion triple mutant of 

A909 
This study 

A909∆lmb/sht/adcA 

 

Isogenic lmb, sht and adcA deletion triple mutant of 

A909 
This study 

   

   

Plasmids 

pG+host1TS Replication-thermosensitive shuttle (TS) plasmid, EryR (3) 

pTCV-PTet 
Mob+(IncP);oriR pACYC184;oriR pAM_1; 

complementation vector, promoter PTet 
(4) 

pTCV-PTet:: sht sht complementation vector, promoter PTet This study 

pTCV-PTet ::shtII shtII complementation vector, promoter PTet This study 

pET28a Vector for expression of His-Tagged proteins, KanR 
EMD 

Biosciences 

pET28a ::sht 
pET28a containing the sht gene of S. agalactiae A909 

in the EcoRI/SalI sites 
This study 

pET28a ::shtII 
pET28a containing the shtII gene of S. agalactiae A909 

in the EcoRI/SalI sites 
This study 

pET28a ::lmb 
pET28a containing the lmb gene of S. agalactiae A909 

in the EcoRI/SalI sites 
This study 
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Fig S1. The Sht and ShtII proteins are redundant in zinc acquisition. The A909 WT 

(circles), ∆sht (diamonds), ∆shtII (triangles) mutant strains (A) and the A909 WT 

(circles), ∆sht/shtII (line) mutant strains (B) were grown in zinc-restricted CDM. The 

growth was monitored by OD600 measurements every hour during 12h. Data are 

representative mean OD600 measurements from three independent experiments. 
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Fig S2. The absence of growth of the ∆sht/shtII/adcA mutant strain is specifically due 

to a lack of zinc. The growths of the A909 WT and ∆sht/shtII/adcA mutant strains in 

CDM with 10 µM (A) or 100 µM (B) of various metals were monitored by OD600 

measurments every hour during 12h. Data are representative mean OD600 

measurements from three independent experiments. 

WT 

∆sht/shtII/adcA 

∆sht/shtII/adcA-Zn
2+

 

∆sht/shtII/adcA-Co
2+

 

∆sht/shtII/adcA-Cu
2+

 

∆sht/shtII/adcA-Fe
2+

 

∆sht/shtII/adcA-Mg
2+

 

∆sht/shtII/adcA-Mn
2+

 

∆sht/shtII/adcA-Ni
2+
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La protéine Lmb de S. agalactiae a été décrite pour la première fois comme une 

adhésine à la laminine. De plus, elle appartient à la famille des protéines fixatrices de zinc, 

manganèse et fer. Une recherche in silico a mis en évidence deux homologues de cette 

protéine nommés AdcA et AdcAII. Par alignement de séquence nous avons observé une forte 

identité protéique entre les protéines Lmb, AdcA et AdcAII de S. agalactiae et les protéines 

AdcA et AdcAII de S. pneumoniae. Chez S. pneumoniae, ces deux protéines correspondent 

aux SBP du transporteur de zinc composé également d’une perméase AdcB, d’une ATPase 

AdcC et de quatre protéines de type Pht aidant la protéine AdcAII dans le recrutement du 

zinc. Chez S. agalactiae, des protéines homologues à chaque constituant du transporteur ont 

été identifiées. En plus des trois protéines de fixation du zinc Lmb, AdcA et AdcAII, nous 

avons retrouvé une perméase AdcB, une ATPase AdcC et deux protéines de type Pht 

nommées Sht et ShtII. Nous avons ainsi émis l’hypothèse que l’ensemble de ces protéines 

formeraient le transporteur ABC de zinc de S. agalactiae.  

La première partie de cette étude s’est intéressée à l’implication des protéines Lmb, 

AdcA, AdcAII, AdcB et AdcC dans le transport du zinc, à l’impact de ce transporteur dans la 

physiologie de la bactérie ainsi qu’au second rôle potentiel des protéines Lmb, AdcA et 

AdcAII. Tout d’abord nous avons regardé la prévalence des gènes codant le transporteur au 

sein des souches disponibles de S. agalactiae sur la base de données NCBI. Les opérons 

adcRCB, adcAII-shtII et le gène adcA ont été retrouvés chez toutes les souches de S. 

agalactiae contrairement à l’opéron lmb-sht. Cet opéron se trouve au sein d’un ilot 

génomique contenant le gène scpB codant une C5a peptidase responsable également de la 

liaison à la fibronectine (Figure 15C) (Chmouryguina et al., 1996; Beckmann et al., 2002). 

Nous avons, en effet, retrouvé cet ilot chez 96,8% des souches d’origine humaine et 26,7% 

des isolats animaux, nous suggérant ainsi que cette structure n’est pas essentielle pour les 

infections animales mais qu’elle a en revanche son importance dans l’adaptation à l’Homme 

(Moulin et al., 2016). Chez les streptocoques des groupes C et G, cet ilot est également 

retrouvé uniquement au niveau des souches humaines et se retrouve chez S. pyogenes, 

bactérie spécifique de l’Homme, appuyant ainsi l’hypothèse du rôle joué par cet ilot chez 

l’Homme (Franken et al., 2001). Malgré le fait que S. agalactiae possède un homologue des 

gènes scpB et lmb au sein de son génome (scpA et adcAII), les protéines ScpB et Lmb sont 

importantes pour la bactérie. La mutation du gène scpB ou lmb a en effet montré une 

diminution de liaison à la fibronectine par la bactérie ou une diminution de l’invasion des 

cellules de la barrière hémato-encéphalique respectivement (Beckmann et al., 2002; 
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Tenenbaum et al., 2007). Ces résultats constituent donc une preuve supplémentaire de 

l’importance de cet ilot pour les infections humaines.  

La régulation des gènes codant le transporteur ABC de zinc a ensuite été étudiée. Nous 

avons montré que les gènes lmb, adcA et adcAII sont réprimés par le zinc via la protéine 

régulatrice AdcR (Moulin et al., 2016). La séquence de fixation de cette protéine (AdcR box) 

a été identifiée et retrouvée en une copie au niveau des régions promotrices des opérons 

adcAII-shtII et adcRCB et en deux copies au niveau du promoteur du gène adcA et de 

l’opéron lmb-sht (Moulin et al., 2016). Une AdcR box a également été observée au niveau de 

la région promotrice de gènes codant des protéines nécessitant du zinc pour leur 

fonctionnement dont le gène codant l’alcool déshydrogénase ou les SBP du transporteur ABC 

de peptides et nickel (Moulin et al., 2016). La régulation de ces gènes par la protéine AdcR 

serait ainsi à confirmer pour voir si ces gènes sont activés ou réprimés selon la concentration 

en zinc milieu. Ceci permettrait d’avoir une meilleure compréhension de l’homéostasie du 

zinc ainsi que son importance dans la physiologie de la bactérie.  

Chez S. pyogenes il a été montré qu’en présence d’une concentration suffisante de zinc 

pour la bactérie, la protéine AdcR exerce une plus forte répression des gènes du transporteur 

ABC de zinc possédant deux AdcR box au niveau de leur promoteur (adcA et adcAII) par 

rapport aux gènes ne possédant qu’une adcR box (adcRCB et htpA) (Sanson et al., 2015). De 

plus, les gènes avec deux AdcR box sont déréprimés dès la présence d’une déficience en zinc 

dans le milieu alors que les gènes avec une AdcR box ne sont déréprimés qu’en présence 

d’une carence sévère de zinc dans le milieu. La régulation de la protéine AdcR agit ainsi à 

deux niveaux. Lors d’une déficience en zinc, des systèmes ne consommant pas d’énergie 

comme les protéines AdcA et AdcAII sont mobilisés pour stocker le zinc présent. Le 

complexe AdcCB, système plus énergivore pour la bactérie, est quant à lui mobilisé en cas de 

forte carence de zinc. Chez S. agalactiae, ce mécanisme de régulation ne semble pas être 

retrouvé. En présence de zinc, le gène adcAII, possédant une AdcR box, est en effet plus 

réprimé que les gènes lmb et adcA possédant deux AdcR box (Moulin et al., 2016). La 

présence des deux box au niveau de la région promotrice du gène lmb est cependant 

nécessaire pour une répression optimale du gène suggérant un intérêt à la présence des deux 

box (Moulin et al., 2016). Pour mieux comprendre le mécanisme de régulation exercé par la 

protéine AdcR, l’étude de la régulation de l’opéron lmb-sht, par des mutations ponctuelles au 

niveau de ses deux AdcR box, devrait être étendue à l’ensemble du régulon de la protéine 
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AdcR. De plus, des mesures plus fines, effectuées en fonction du temps et en présence de 

différentes concentrations de zinc permettraient d’obtenir une cinétique de régulation de ces 

gènes par le zinc. Le nombre de protéine AdcR fixée au niveau des promoteurs possédant 

deux AdcR box pourrait être déterminé, par des expériences de mobilité sur gel, pour 

comprendre également le mécanisme de régulation de la protéine AdcR. Enfin, nous ne 

pouvons pas exclure l’influence d’un autre régulateur qui pourrait expliquer que le mécanisme 

de régulation observé pour l’opéron lmb-sht ne corresponde pas à celui de S. pyogenes. Cet 

autre régulateur répondrait à l’adaptation de d’autres facteurs que le zinc et agirait sur la 

protéine AdcR ou directement au niveau de la région promotrice des gènes du transporteur 

ABC de zinc.  

L’implication des protéines Lmb, AdcA et AdcAII dans le transport du zinc a ensuite 

été étudiée en comparant la croissance des souches A909 WT et différentes combinaisons de 

souches mutantes pour les gènes lmb, adcA et adcAII en MCD avec différentes concentrations 

de zinc. Ces phénotypes de croissance ont montré une redondance fonctionnelle des trois SBP 

dans le transport du zinc (Moulin et al., 2016). Ces expériences constituent cependant des 

preuves indirectes du rôle des trois protéines dans le transport du zinc. Des mesures de la 

concentration intracellulaire de zinc par ICP-MS permettraient de mesurer directement et plus 

finement l’import de zinc par ces protéines. Ces expériences permettraient également de voir 

si une des protéines fixe plus efficacement le zinc. Pour ce dernier objectif, la mesure de 

l’affinité pour le zinc des trois SBP pourrait être determinée par microcalorimétrie.   

En comparant les phénotypes de croissance des souches ∆adcCB et 

∆adcCB/lmb/adcA/adcAII nous avons indirectement mis en évidence que les trois protéines 

Lmb, AdcA et AdcAII fonctionnent avec le système AdcCB et que l’ensemble constitue le 

transporteur de zinc de S. agalactiae (Moulin et al., 2016). Le fait que les souches ∆adcCB, 

∆lmb/adcA/adcAII ou ∆adcCB/lmb/adcA/adcAII soient incapables de croître en MCD carencé 

en zinc contrairement à la souche WT, nous indique que, sous les conditions testées, c’est-à-

dire en forte carence de zinc, ce transporteur représente le principal système d’acquisition du 

zinc de la bactérie. Néanmoins, nous avons observé que la croissance de ces souches est 

restaurée par l’ajout de 10 µM de zinc dans le milieu (Moulin et al., 2016). Il semblerait donc 

qu’à partir d’une concentration seuil en zinc, celui-ci soit pris en charge par un autre 

transporteur moins efficace. Parmi les candidats possibles, nous pouvons citer les 

transporteurs ABC de manganèse PsaBCA de S. pneumoniae et MtsABC de S. pyogenes dont  
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les lipoprotéines PsaA et MtsA ont été décrites comme pouvant fixer du zinc avec une faible 

affinité (Janulczyk et al., 1999; Janulczyk et al., 2003; McDevitt et al., 2011). Chez ces deux 

bactéries, le transport du zinc et du manganèse semblent être en étroite association. Chez S. 

pyogenes, l’expression du transporteur ABC de manganèse est en effet régulée selon la 

concentration en manganèse du milieu mais elle est également differentiellement régulée lors 

d’une carence de zinc (Sanson et al., 2015). De même chez S. pneumoniae, les gènes régulés 

par le métallorégulateur PsaR (dont les gènes du transporteur ABC de manganèse) sont 

differentiellement exprimés en présence d’une forte concentration de zinc dans le milieu 

(Kloosterman et al., 2008; Jacobsen et al., 2011). Chez S. agalactiae, le transporteur de 

manganèse MtsACB a été décrit et pourrait ainsi transporter le zinc comme substrat 

secondaire, lorsque celui-ci est en concentration suffisante dans le milieu (Bray et al., 2009).  

Chez les bactéries, le zinc a été décrit comme ayant un rôle structural pour certaines 

protéines ou intervenant comme cofacteur de nombreuses enzymes (Andreini et al., 2006b; 

Sun et al., 2011).  Parmi ces protéines, la protéines DacB de S. pneumoniae intervient dans le 

renouvellement du peptidoglycane ainsi que la structure de la cellule (Abdullah et al., 2014). 

Chez S. agalactiae un homologue de cette protéine est présent. En présence d’une faible 

concentration de zinc dans le milieu une absence de métallisation ou une mauvaise 

métallisation de cette protéine chez les souches ∆adcCB ou ∆lmb/adcA/adcAII pourrait en 

partie expliquer le retard de croissance observé ainsi que la formation d’agrégats ou de 

courtes chainettes (Moulin et al., 2016).  

En utilisant un MCD avec différentes concentrations de zinc, nous avons pu mettre en 

évidence l’importance du transporteur Adc/Lmb pour la croissance de la bactérie en milieu 

carencé en zinc. Pour chercher à se rapprocher de conditions physiologiques, nous avons 

utilisés des milieux biologiques humains ex vivo dans lesquels la bactérie est retrouvée lors 

d’infections. Parmi ces milieux biologiques humains, nous avons observé l’importance du 

transporteur ABC de zinc pour la survie de la bactérie dans le liquide amniotique et le LCR 

mais pas dans le plasma (Moulin et al., 2016). Ce résultat peut être expliqué par la 

concentration de zinc de chaque milieu. Dans le sang, la concentration de zinc (12-16 µM) est 

suffisante pour que ce métal soit importé par des transporteurs secondaires moins spécifiques.  

Par contre, les concentrations de zinc du liquide amniotique (1,5 µM) et du LCR (2,3 µM) 

étant trop faibles, l’import du zinc nécessite le transporteur ABC de zinc de haute affinité 

(Meret and Henkin, 1971; Tamura et al., 1994; Rink, 2000). Cependant ces phénotypes ayant 

été obtenus dans un système fermé, les stratégies antimicrobiennes de l’hôte ne sont pas prises  
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en compte. Au niveau du site d’infection, une immunité nutritionnelle (séquestration de zinc 

par les  calprotectines notamment) peut en effet être mise en place carençant fortement le 

milieu en zinc (Kehl-Fie and Skaar, 2010). Des expériences in vivo, avec les souches WT et 

∆adcCB permettraient de voir dans quel organe le transporteur de zinc serait important pour le 

développement de la bactérie.  

Lors de ce travail nous avons montré que le transporteur ABC de zinc de S. agalactiae 

est composé de trois SBP (Lmb, AdcA et AdcAII) ayant une redondance fonctionnelle dans 

l’acquisition du zinc, in vitro, en MCD (Moulin et al., 2016). Chez S. pneumoniae ce 

transporteur possède deux SBP (AdcA et AdcAII) également redondantes dans le transport du 

zinc in vitro. Cependant, ces deux protéines ont montré des rôles différents in vivo selon 

l’organe, la protéine AdcAII jouant par exemple un rôle plus important dans la colonisation 

du nasopharynx que la protéine AdcA (Brown et al., 2016). S. agalactiae possède une 

particularité par rapport à S. pneumoniae en possédant une SBP supplémentaire spécifique des 

souches humaines (Lmb). Cette particularité nous suggère l’importance de la protéine Lmb 

chez l’Homme ainsi qu’un potentiel rôle différent par rapport aux protéines AdcA et AdcAII. 

Cette hypothèse est notamment appuyée par le fait que la souche mutée pour le gène lmb 

montre une invasion des cellules de la barrière hémato-encéphalique significativement moins 

importante que la souche WT (Tenenbaum et al., 2007). De plus, la souche mutée pour la 

même protéine chez S. pyogenes se trouve être moins virulente que la souche WT dans un 

modèle murin d’infection sous-cutanée (Weston et al., 2009). En milieux biologiques 

humains (plasma, liquide amniotique et LCR), une survie identique a été observée entre les 

souches WT et ∆lmb, ne permettant pas dans ce modèle d’observer un rôle spécifique de la 

protéine Lmb (Moulin et al., 2016). En comparant la survie et le développement des souches 

WT et mutées pour les gènes lmb, adcA ou adcAII de S. agalactiae, in vivo, au sein de 

différents organes, nous pourrions déterminer si les trois SBP possèdent la même redondance 

fonctionnelle que celle observée in vitro. Ces expériences permettraient peut être d’expliquer 

pourquoi, contrairement aux autres streptocoques infectant l’Homme comme S. pneumoniae 

et S. pyogenes, S. agalactiae possède trois SBP (Lmb, AdcA et AdcAII).  

Initialement la protéine Lmb a été décrite comme une adhésine fixant la laminine humaine 

(Spellerberg et al., 1999). Les protéines AdcA et AdcAII ayant une forte identité protéique 

avec la protéine Lmb, la liaison de ces deux protéines a été étudiée vis-à-vis de la laminine, du 

fibrinogène, du collagène de type IV ou des cellules épithéliales pulmonaires A549. Ces 
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expériences n’ont pas mis en évidence de rôle d’adhésine pour les protéines AdcA et AdcAII. 

Etonnement aucune liaison à la laminine par la protéine Lmb n’a été observée, ce qui devait 

constituer notre témoin positif d’adhérence. Ce résultat pourrait s’expliquer par une différence 

de fond génétique entre notre souche (A909) et la souche de l’auteur (O90R) avec par 

exemple, une différence de capsule masquant plus ou moins la protéine Lmb. Cependant, 

l’expression hétérologue du gène lmb chez la souche non adhérente L. lactis ne lui confère pas 

d’adhérence. Pour cette expérience, la bonne localisation de la protéine Lmb au niveau de la 

membrane de L. lactis pourrait être vérifiée, pour confirmer les résultats obtenus. Néanmoins, 

l’ensemble de nos résultats vont dans le sens que les protéines Lmb, AdcA et AdcAII ne sont 

pas des adhésines majeures de S. agalactiae. Enfin, un autre résultat, confortant notre 

conclusion est que la protéine AdcAII de S. pneumoniae, qui partage 67% d’identité protéique 

avec la protéine Lmb de S. agalactiae, a été décrite comme ne fixant pas la laminine (Brown 

et al., 2016). 

La seconde partie de l’étude s’est focalisée sur la caractérisation des protéines Sht et ShtII 

dans l’acquisition du zinc ainsi que leur second rôle potentiel. La croissance normale des 

souches mutantes ∆sht, ∆shtII, ∆sht/shtII et ∆lmb/sht/adcAII/shtII en MCD carencé en zinc 

montre que la protéine AdcA seule est suffisante pour assurer une capture optimale de zinc 

(Publication N°2). A l’inverse, la souche mutante ∆sht/shtII/adcA s’avère incapable de croître 

en MCD carencé en zinc indiquant la nécessité des protéines Sht et ShtII pour le recrutement 

de zinc par les protéines Lmb et AdcAII lorsque la protéine AdcA est absente (Publication 

N°2). Ces résultats mettent en évidence deux mécanismes distincts d’acquisition du zinc par 

les SBP du transporteur. Ces deux mécanismes ont déjà été décrits chez S. pneumoniae et 

s’expliquent par la différence de structure entre les protéines AdcA et AdcAII (Bersch et al., 

2013; Plumptre, Eijkelkamp, et al., 2014). Les trois protéines Lmb, AdcA et AdcAII de S. 

agalactiae possèdent un motif de fixation du zinc composé de trois histidines et d’un acide 

glutamique au niveau de leur région N-terminale (Moulin et al., 2016). La protéine AdcA 

comporte également une boucle riche en histidine ainsi qu’un motif ZinT-like pour la fixation 

de zinc. Les protéines Lmb et AdcAII ne possédant qu’un motif de fixation du zinc, les 

protéines Sht et ShtII leur viennent en aide dans le recrutement de zinc. La protéine AdcA 

possédant trois motifs de fixation du zinc, la présence des protéines Sht et ShtII n’est pas 

nécessaire. De plus, le transporteur ABC de zinc de certains streptocoques comme S. 

thermophilus, n’est doté que de la protéine AdcA comme SBP pour son fonctionnement, 

indiquant que chez ces espèces, cette protéine est suffisante pour la capture de zinc. Le fait 
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que S. agalactiae et d’autres streptocoques pathogènes de l’Homme comme S. pneumoniae et 

S. pyogenes possèdent en plus de la protéine AdcA, une ou deux copies des protéines de type 

AdcAII pourrait s’expliquer par des rôles non redondants des protéines AdcA et AdcAII in 

vivo qui aideraient la bactérie dans la mise en place de l’infection chez l’Homme. Comme cité 

précédement, des rôles différents des protéines AdcA et AdcAII ont été observés in vivo chez 

S. pneumoniae (Brown et al., 2016).  

Nous avons observé que les protéines Sht et ShtII sont nécesaires pour la capture de zinc 

des protéines Lmb et AdcAII (Publication N°2). Les protéines Sht/ShtII et Lmb/AdcAII ayant 

une forte identité protéique entre elles, les protéines Lmb et AdcAII pourraient fonctionner de 

manière indifférente avec les protéines Sht et ShtII. Nous avons réalisé différentes 

combinaisons de souches mutées pour les gènes lmb, adcAII, sht et shtII à partir de la souche 

∆adcA puis comparé leur croissance en MCD carencé en zinc. Les couples de protéines ShtII / 

AdcAII (souche ∆lmb/sht/adcA), ShtII / Lmb (souche ∆adcAII/sht/adcA) et  Sht / Lmb 

(souche ∆adcAII/shtII/adcA) permettent une capture de zinc donnant une croissance de ces 

souches similaire à celle de la souche WT (Publication N°2). La souche ∆lmb/shtII/adcA est 

en cours de construction au laboratoire (couple de protéines Sht / AdcAII) et permettra de 

définir si la protéine Sht, tout comme la protéine ShtII, est capable de fonctionner 

indifféremment avec les protéines Lmb et AdcAII. L’interaction entre les couples de protéine 

ShtII / AdcAII, ShtII / Lmb et Sht / Lmb a été déduite de phénotypes de croissance et 

nécessite cependant d’être confirmée par d’autres techniques. L’interaction des protéines Sht 

et ShtII avec les protéines Lmb et AdcAII pourrait être analysée par co-immunoprécipitation 

ou interférométrie, à partir de nos protéines purifiées possédant une étiquette (TAG). Si des 

liaisons protéiques sont bien observées, ces techniques pourraient également être utilisées 

pour déterminer les sites d’interactions entre ces protéines en utilisant des protéines purifiées 

dont les sites d’interactions supposés ont été mutés.  

Les protéines Sht et ShtII sont composées de cinq motifs HT pouvant potentiellement 

fixer le zinc (Publication N°2). Chez S. pneumoniae le premier motif HT de la protéine PhtD 

a été décrit comme essentiel pour le transport du zinc in vitro (Eijkelkamp et al., 2015). 

L’importance de chacun des motifs HT des protéines Sht et ShtII de S. agalactiae est 

actuellement en cours d’étude au laboratoire. La modification des deux premiers motifs HT, 

par remplacement des résidus histidine par des phénylalanine, a été obtenue pour les protéines 

Sht et ShtII. Les phénotypes de croissance en MCD carencé en zinc ont montré l’importance 
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de ces motifs pour le transport de zinc (résultats non montrés). Bien que cette modification 

d’acides aminés ne soit pas censée perturber la structure tridimentionnelle de la protéine, il 

faudrait vérifier que la protéine modifiée se retrouve toujours au niveau de la paroi chez la 

bactérie. Les différentes fractions de la bactérie (cytoplasme, membrane et paroi) pourraient 

être séparées par ultracentrifugation puis la localisation des protéines Sht et ShtII déterminée 

par Western blot. Si la bonne localisation (à la paroi) des protéines Sht et ShtII modifiées est 

confirmée, le rôle de chaque motif HT dans l’interaction avec les protéines AdcAII et Lmb 

pour la fixation de zinc pourrait être étudiée par interférométrie.  

Au cours de l’infection, la concentration en zinc au sein des organes peut augmenter de 

manière à devenir toxique pour la bactérie (McDevitt et al., 2011). En réponse à ce stress, les 

bactéries utilisent par exemple des métallochaperonnes et de petites molécules chélatrices de 

zinc comme le glutathion ou les métallothionéines pour fixer l’excédent de zinc présent dans 

la bactérie (Maret, 1994; Potter et al., 2012). La protéine AdcA possède notamment un motif 

de fixation du zinc retrouvé chez les métallochaperonnes de zinc ZinT de diverses bactéries 

(Petrarca et al., 2010; Plumptre, Eijkelkamp, et al., 2014). De plus, les protéines Sht et ShtII 

possèdent chacune cinq motifs HT pouvant potentiellement fixer le zinc (Publication N°2). 

Les protéines AdcA, Sht et ShtII pourraient ainsi jouer un rôle dans la fixation de l’excès de 

zinc. Les phénotypes de croissance des souches ∆sht/shtII et ∆sht/shtII/adcA en MCD avec 

des concentrations toxiques de zinc, n’ont pas montré d’implication des protéines AdcA, Sht 

et ShtII dans la résistance à l’excès de zinc (Publication N°2). En présence de fortes 

concentrations de zinc, nous avons observé que les gènes adcA, sht et shtII sont fortement 

réprimés. L’expression minimale des protéines AdcA, Sht et ShtII n’a donc pas de rôle 

significatif dans la fixation de l’excédent de zinc. Ce résultat peut également s’expliquer par 

le fait que l’excédent de zinc au sein de la bactérie est pris en charge par deux systèmes 

d’efflux efficaces comme les protéines CzcD et PmtA décrites chez S. pneumoniae et S. 

pyogenes respectivement et dont des protéines homologues ont été retrouvées chez S. 

agalactiae (Brenot et al., 2007; Kloosterman et al., 2007).  

Initialement la protéine Sht a été mise en évidence comme protéine jouant un rôle dans la 

résistance au complément en permettant de diminuer le dépôt de molécule C3b du 

complément à la surface de la bactérie. Pour cela, la bactérie recrute le facteur H de l’hôte 

rendant les molécules de C3b inactives (Maruvada et al., 2009). Nous avons étudié la fixation 

du facteur H par la protéine ShtII, homologue à la protéine Sht, par des tests ELISA à partir 
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de protéines purifiées. Les protéines Sht et ShtII sont toutes les deux capables de fixer le 

facteur H mais avec une liaison qui semble faible (Publication N°2). Afin d’avoir une idée de 

l’importance de cette liaison il serait nécessaire d’utiliser en témoin une protéine décrite 

comme jouant un rôle majeur dans la liaison au facteur H. La protéine β (ou protéine Bac) de 

S. agalactiae ou la protéine PspC de S. pneumoniae ont notamment été décrites comme fixant 

le facteur H (Areschoug et al., 2002; Ogunniyi et al., 2009; Melin et al., 2010).  

La liaison du facteur H a également été étudiée sur bactéries entières en comparant la 

fixation de facteur H entre les souches WT et mutante ∆sht/shtII par ELISA. Aucune 

différence significative dans la liaison au facteur H n’a été observée (Publication N°2). Dans 

ce contexte, il est possible que les protéines Sht et ShtII soient masquées par la capsule ou que 

la liaison du facteur H par la bactérie ne soit pas majoritairement due aux protéines Sht et 

ShtII mais à d’autres protéines comme la protéine β (protéine Bac). La comparaison de la 

liaison du facteur H par les souches WT et mutantes ∆sht/shtII, ∆bac, ∆sht/shtII/bac 

permettrait de voir si la fixation du facteur H est assurée principalement par la protéine β, s’il 

n’y a pas d’effet synergique entre les protéines Sht/ShtII/β pour la liaison du facteur H ou si 

d’autres protéines lient également le facteur H.  

Pour évaluer l’importance des protéines Sht et ShtII dans la résistance au complément, la 

survie des souches WT et mutantes ∆sht, ∆shtII et ∆sht/shtII, dans le sang versus le sang 

décomplémenté, a été comparée. Nous avons observé une survie plus faible de la souche 

∆sht/shtII en comparaison aux souches WT et mutantes ∆sht, ∆shtII suggérant une redondance 

des protéines Sht et ShtII dans la résistance au complément (Publication N°2). Cependant 

cette différence est non significative indiquant que le rôle dans la résistance au complément 

n’est pas la principale fonction des protéines Sht et ShtII. La comparaison de la survie dans le 

sang des souches WT et mutantes ∆sht/shtII, ∆bac, ∆sht/shtII/bac permettrait de voir comme 

cité précédement si la résistance au complément par la fixation du facteur H est assurée 

principalement par la protéine β, s’il n’y a pas d’effet synergique entre les protéines 

Sht/ShtII/β ou si d’autres protéines assurent également cette fonction.  

 La survie de la souche mutante ∆adcCB  dans le sang a également été étudiée pour 

déterminer un potentiel rôle du zinc dans la résistance au complément. Dans le sang 

décomplémenté, la souche mutante ∆adcCB est capable de se développer, en accord avec ce 

que nous avions déjà observé dans le plasma, suggérant un apport de zinc par des 

transporteurs secondaires (Moulin et al., 2016). Dans le sang, cette souche survie moins bien 
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que la souche WT mais là encore avec une différence non significative ne mettant pas en 

évidence de rôle majeur du zinc dans la résistance au complément (Publication N°2).  

Chez S. pneumoniae, l’importance des premier et dernier motifs HT a été étudiée et 

confirmée in vivo (Eijkelkamp et al., 2015). Le premier motif serait impliqué dans la fixation 

de zinc alors que le cinquième motif plus proche du milieu extérieur pourrait jouer un rôle 

dans la résistance au complément en fixant le facteur H. Si le rôle dans la liaison au facteur H 

par les protéines Sht et ShtII est confirmé, par les expériences complémentaires citées 

précédement, le rôle des motifs HT des protéines Sht et ShtII dans la fixation au facteur H 

pourrait ainsi être étudié par ELISA à partir des protéines purifiées Sht et ShtII dont un des 

motifs HT est modifié.  
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S. agalactiae représente la première cause d’infections materno-fœtales dans les pays 

développés. L’étude de la physiopathologie de ces infections apparaît primordiale afin de 

développer des stratégies ciblées de défense contre ces infections. Au sein du laboratoire, une 

des thématiques de recherche est l’étude des facteurs assurant à la bactérie une capacité 

d’adaptation à différentes niches écologiques. Parmi ces facteurs, l’équipe s’est interessée à la 

lipoprotéine Lmb qui est responsable de la liaison à la laminine (Spellerberg et al., 1999). 

Cette protéine est cependant classée dans la famille des SBP fixatrices de fer, manganèse et 

zinc suggérant ainsi un second rôle à la protéine.  

En étudiant la protéine Lmb, deux protéines homologues, non décrites, ont été mises en 

évidence et nommées AdcA et AdcAII par analogie avec les mêmes protéines de S. 

pneumoniae qui font partie d’un transporteur ABC de zinc. Les autres potentiels gènes codant 

le transporteur ABC de zinc ont été retrouvés chez S. agalactiae.  En analysant les phénotypes 

de croissance des différentes souches mutantes pour les potentiels gènes du transporteur nous 

avons montré que les trois SBP Lmb, AdcA, AdcAII avec les deux protéines Sht et ShtII 

forment, en association avec le complexe perméase-ATPase AdcCB, le transporteur de zinc 

de S. agalactiae. Deux mécanismes, distincts et redondants, d’acquisition du zinc par ce 

transporteur ont été mis en évidence avec la protéine AdcA et ses trois motifs de fixation du 

zinc ou les protéines Lmb et AdcAII aidées par les protéines Sht et ShtII dans la capture de 

zinc.  

La suite de notre étude a permis d’apporter des connaissances sur le rôle du zinc dans la 

physiologie de la bactérie. Le zinc est ainsi un élément trace essentiel pour la croissance et la 

morphologie de S. agalactiae et notamment en milieux biologiques humains dans lesquels la 

bactérie est retrouvée lors d’infections. De plus, dans des conditions de forte carence en zinc, 

le transporteur Adc/Lmb constitue le principal système d’acquisition du zinc de S. agalactiae. 

Des expériences, initiées lors de cette étude, ont mis en évidence un second rôle des 

protéines Sht et ShtII dans la liaison au facteur H. L’importance des protéines Sht et ShtII 

dans la résistance au complément ainsi qu’un potentiel lien de ce rôle avec le zinc reste à 

confirmer ouvrant ainsi de nouvelles perspectives d’études.       
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Résumé 

Dans cette étude, le transporteur ABC de zinc de Streptococcus agalactiae, première cause 

d’infections materno-fœtale en France, a été caractérisé. Nous avons montré que ce transporteur se 

compose, du complexe perméase-ATPase AdcCB, associé à trois protéines membranaires Lmb, AdcA 

et AdcAII redondantes dans la fixation de zinc. Ce transporteur comporte également deux protéines 

Sht et ShtII, retrouvées au niveau de la paroi, et nécessaires aux protéines Lmb et AdcAII pour la 

capture de zinc. L’absence d’un transporteur fonctionnel, par la triple délétion des gènes lmb, adcA et 

adcAII ou du complexe adcCB, a révélé une inhibition de la croissance et une perturbation de la 

division de la bactérie lorsqu’elle se trouve dans un environnement carencé en zinc. De plus, nous 

avons montré que ce transporteur de zinc participe à la survie de la bactérie en milieux biologiques 

humains, comme le liquide amniotique ou le LCR, où la bactérie est retrouvée lors d’infections, 

suggérant l’importance du transporteur lors du processus infectieux. Ces résultats ont mis en évidence, 

pour la première fois, que le zinc assure des fonctions biologiques vitales pour S. agalactiae et que, 

dans des conditions de forte carence en zinc, le transporteur Adc/Lmb représente le principal système 

d’acquisition de zinc de la bactérie.  

Mots-clés : Streptococcus agalactiae, transporteur ABC, homéostasie du zinc, protéine fixatrice de 

métaux 

 
 

Abstract 

In this study, the zinc-ABC transporter of Streptococcus agalactiae, the first cause of materno-

foetal infections in France, was characterized. We showed that this transporter is composed of an 

AdcCB permease-ATPase complex in association with three membrane-associated proteins Lmb, 

AdcA and AdcAII, which are redundant in zinc-binding. This transporter also possesses two proteins 

Sht and ShtII, which are associated to the cell wall, and that are necessary for the Lmb and AdcAII 

proteins for zinc capture. The absence of a functional transporter, by the triple deletion of the lmb, 

adcA and adcAII genes or the adcCB complex, revealed a growth inhibition and a disruption of the 

division of the bacterium when it is in a zinc-restricted environment. Furthermore, we showed that the 

zinc-ABC transporter contributes to the survival of the bacterium in human biological fluids, as the 

amniotic fluid or the cerebrospinal fluid, where the bacterium is found during infections, suggesting 

the importance of the transporter during the infectious process. These results hightlighted, for the first 

time, that zinc has biologically vital functions in S. agalactiae and that, under high zinc deficiency 

conditions, the Adc/Lmb transporter is the main zinc acquisition system of the bacterium.  

Keywords : Streptococcus agalactiae, ABC transporter, zinc homeostasis, metal-binding protein 
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