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RESUME

Streptococcus suis est I'un des plus importants pathogénes bactériens du porc, causant des
pertes économiques substantielles a I'industrie porcine. De plus, c’est un agent zoonotique
représentant de sérieux risques pour la santé humaine. Cette bactérie cause diverses
pathologies, dont la méningite, la mort subite et le choc septique sont les plus fréquentes. Ces
pathologies sont la conséquence d’une inflammation exacerbée caractéristique de l'infection

systémique et du systéme nerveux central (SNC).

Des différents systéemes de classification, le sérotypage et le « multilocus sequence typing »
sont les plus utilisés pour S. suis. Bien qu’il existe 35 sérotypes, la quasi-totalité des études a
utilisé des souches "classiques" européennes et/ou asiatiques appartenant aux types alléliques
(STs) 1 ou 7 du sérotype 2, et ce en dépit du fait que S. suis est une bactérie hautement
hétérogéne génétiquement et phénotypiquement. Nos connaissances sont donc basées
presque exclusivement sur celles-ci, mais ont été extrapolées a 'ensemble des souches de
S. suis. Par conséquent, il y a un manque critique d’information sur le rGle des composants de
S. suis de différentes origines dans la virulence et la pathogenése, de méme que sur la réponse
inflammatoire induite. Ainsi, I'objectif de cette thése était de mieux comprendre la pathogenése
de linfection et I'inflammation causées par S. suis a I'aide de souches différentes et d’évaluer

'impact de ces différences sur celles-ci.

Dans un premier temps, nous avons démontré que les composants de surface, dont la capsule
polysaccharidique, I'antigéne I/ll et les acides lipotéichoiques, ainsi que leurs roles et leurs
propriétés, peuvent différer selon l'origine de la souche (le sérotype, le ST ou le lieu
géographique) en raison de leur bagage génétique et de leurs caractéristiques phénotypiques.
De plus, le choix de la souche et du modele expérimental peut créer un biais important dans

les études de virulence et de pathogenése et affecter les conclusions qui en découlent.

D’autre part, nous avons démontré que les cellules de 'héte du compartiment systémique
reconnaissent des composants conservés de S. suis a l‘aide de la voie des « Toll-like
receptors » et de la signalisation MyD88-dépendante en aval, menant a l'induction d’'une
réponse inflammatoire, a laquelle participe les monocytes et les neutrophiles sanguins.

Toutefois, I'amplitude de cette réponse est modulée par le bagage génétique et les



caractéristiques phénotypiques de la souche. Bien que bénéfique pour I'héte, I'inflammation
induite doit étre contrélée, car trop peu d’inflammation permet a la bactérie de se répliquer,
tandis qu’'une inflammation exacerbée cause des dommages tissulaires, évolutions qui peuvent

toutes deux étre mortelles pour I'hote.

Enfin, le SNC est trés sensible a I'infection par S. suis et répond rapidement et agressivement
a sa présence par I'entremise d’une réponse inflammatoire exacerbée localisée, qui est, plus
souvent qu’autrement, néfaste pour I’héte. Cependant, la reconnaissance de S. suis dans le
SNC ne nécessite pas la signalisation MyD88-dépendante. De plus, l'infiltration des monocytes
et des neutrophiles est une conséquence de I'inflammation induite, ce qui indique que ce sont
les cellules résidentes qui en sont responsables, bien que les leptoméninges n’y participent

peu.

Mots-clés : Streptococcus suis, sérotype, type allélique, facteur de virulence, infection
systémique, infection du systéme nerveux central, réponse inflammatoire, choc septique,

méningite, modéle murin



ABSTRACT

Streptococcus suis is one of the most important porcine bacterial pathogens and is responsible
for substantial economic losses to the swine industry. Moreover, it is also a zoonotic agent
representing serious risks to human health. This bacterium causes a variety of pathologies, of
which meningitis, sudden death, and septic shock are the most frequent, and which are the
consequence of an exacerbated inflammation that characterizes the systemic and central

nervous system (CNS) infections.

Of the different classification systems, serotyping and multilocus sequence typing are the two
most commonly used for S. suis. Though 35 serotypes exist, nearly all studies have used
"classical" European and/or Asian serotype 2 sequence type (ST) 1 or 7 strains, regardless of
the fact that S. suis is a highly heterogenous bacterium, both genetically and phenotypically.
As such, our knowledge is based almost exclusively on these strains, yet it has been
extrapolated to the entire S. suis population. This demonstrates the clear lack of information on
the role of S. suis components from different origins in its virulence and pathogenesis, as well
as in the induced inflammatory response. Consequently, the main objective of this thesis was
to better understand the pathogenesis of the infection and the inflammation caused by S. suis
using different strains and to evaluate the impact of these differences on pathogenesis and

inflammation.

Firstly, we demonstrated that surface components, including the capsular polysaccharide,
antigen l/ll, and lipoteichoic acids, as well as their roles and properties, may vary according to
the origin of the strain used (serotype, ST, geographical isolation) due to differences in genetic
background and phenotypic characteristics. Furthermore, the choice of strain and experimental
model can introduce an important bias in virulence and pathogenesis studies that can affect

the conclusions reached.

Alongside, we demonstrated that systemic compartment host cells recognize conserved
components of S. suis via the Toll-like receptor pathway and downstream MyD88-dependent
signaling, which leads to the induction of an inflammatory response in which blood monocytes
and neutrophils participate. However, the magnitude of this response is modulated by the
genetic background and phenotypic characteristics of the strain. Though beneficial for the host,

the induced inflammation must be controlled, as too little inflammation allows the bacteria to



replicate, while exacerbated inflammation causes tissue and organ damage. Indeed, these two

outcomes may result in host death.

Finally, the CNS is extremely sensitive to S. suis infection and quickly and aggressively
responds to its presence via an exacerbated inflammatory response that will remain localized
and that is, more often than not, detrimental to the host. However, recognition of S. suis in the
CNS does not necessarily require MyD88-dependent signaling. Moreover, infiltration of blood
monocytes and neutrophils is a consequence of the induced inflammation, which indicates that
resident cells are responsible for this response, though the leptomeninges do not appear to

greatly participate therein.

Keywords: Streptococcus suis, serotype, sequence type, virulence factor, systemic infection,
central nervous system infection, inflammatory response, septic shock, meningitis, mouse

model
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l. INTRODUCTION



Streptococcus suis est une bactérie a Gram positif et I'un des plus importants pathogenes du
porc, causant des pertes économiques substantielles a l'industrie porcine. De plus, c’est un
agent zoonotique représentant de sérieux risques pour la santé humaine, particuliérement en
Asie du Sud-Est [1]. S. suis cause une multitude de pathologies chez les porcelets, dont la
méningite, la mort subite et I'arthrite. Chez I'hnumain, S. suis est principalement responsable de
méningites et de chocs septiques. En effet, ces pathologies sont la conséquence d’une

inflammation exacerbée, qui est la caractéristique principale des infections a S. suis [1, 2].

La classification la plus utilisée pour caractériser S. suis est celle du sérotypage. A ce jour, 35
sérotypes ont été décrits, basés sur I'antigénicité de leur capsule polysaccharidique (CPS) [2].
De ces sérotypes, le sérotype 2 est le plus fréquemment isolé de cas cliniques porcins et
humains, et le plus virulent. Toutefois, le sérotype 14 est en émergence en Asie du Sud-Est,
ou il présente un risque pour la santé humaine. Finalement, le sérotype 9 est prévalent en
Europe, ou il est la plus grande cause de cas porcins en Allemagne, en Espagne et aux Pays-
Bas [3]. De plus, sa prévalence a augmenté au Canada et en Chine dans les derniéres années
[4, 5].

En paralléle, l'utilisation du « multilocus sequence typing » a permis la classification des
souches de S. suis en types alléliques (STs) en se basant sur I'analyse de genes conservés
[6]. Cette technique a surtout été utilisée pour le sérotype 2 [3]. La grande majorité des souches
virulentes européennes et asiatiques dites "classiques" appartiennent au ST1, tandis que les
souches ST7 ont été responsables des éclosions humaines de 1998 et 2005 en Chine. Enfin,
les souches ST25 et ST28, considérées comme moins virulentes, sont principalement

retrouvées en Amérique du Nord, mais aussi en Thailande et au Japon, respectivement [3, 7].

La pathogenése de S. suis est complexe et est basée sur les études du sérotype 2 [8]. Chez
le porc, S. suis colonise les voies respiratoires supérieures, ou il peut persister pendant
plusieurs années. Toutefois, les souches virulentes peuvent envahir les muqueuses afin
d’atteindre la circulation sanguine [9]. De maniére similaire, 'humain se contamine suite au
contact de Iésions cutanées avec des porcs infectés ou leurs dérivés, ou suite a I'ingestion
d’aliments peu ou pas cuits [1]. Une fois dans la circulation sanguine, S. suis résiste a I'effet
bactéricide des leucocytes, ce qui lui permet de se répliquer, puis de se disséminer. La

présence bactérienne active les cellules de 'immunité innée, menant a la production d’'une



réponse inflammatoire qui, lorsqu’exacerbée, peut causer la mort de I'héte [10]. Si l'individu
survit a cette infection systémique, la bactérie peut atteindre le systéme nerveux central (SNC),
dans lequel elle va activer les cellules résidentes. Celles-ci vont répondre par I'entremise d’'une
réponse inflammatoire qui est responsable de Tlinfiltration de leucocytes circulants

périphériques. Enfin, son exacerbation va mener au développement de méningites [10].

Cependant, la quasi-totalité des études portant sur la pathogenése de S. suis et sur ses
facteurs de virulence a été réalisée avec des souches ST1 ou ST7 de sérotype 2 [8, 10]. En
effet, trés peu d’information est disponible sur d’autres STs du sérotype 2, de méme que sur
d’autres sérotypes, et ce, malgré leur importance. Bien que plusieurs composants de S. suis
ont été suggérés comme étant des facteurs impliqués dans sa pathogenése et sa virulence, la
notion de ce qu’est un facteur de virulence critique pour cette bactérie est de plus en plus
sujette a controverse [8]. En effet, les méthodes expérimentales utilisées différent grandement
entre laboratoires. Toutefois, aucune étude n’a abordé cette problématique a I'aide de données

scientifiques.

Des différents facteurs de virulence proposés, la CPS est considérée comme critique pour la
virulence de S. suis, car elle participe a une multitude de fonctions, dont a la résistance a la
phagocytose et a I'effet bactéricide et elle masque les composants de surface responsables
de l'activation du systéme immunitaire [10]. De plus, les acides lipotéichoiques (LTA) sont des
composantes majeures de la paroi des bactéries a Gram positif [11]. Malgré cela, leurs
structures et leurs propriétés immunostimulatrices restent inconnues. Enfin, les antigenes I/l
(Agl/ll) sont des protéines multimodales impliquées dans plusieurs fonctions chez les
streptocoques [12]. Cependant, bien que présents chez S. suis, leurs fonctions et leur réle dans

l'infection n'ont pas été étudiés.

La reconnaissance de S. suis par les cellules immunitaires de I'héte s’effectue a I'aide de
récepteurs de surface ou intracellulaires. Parmi ceux-ci, les « Toll-like receptors » (TLRs) sont
les plus importants [13]. Leur activation initie une cascade de signalisation incluant le
recrutement de protéines adaptatrices, dont le « myeloid differentiation primary response 88 »
(MyD88), qui est central a cette voie [13]. La cascade de signalisation méne a la production
d'une réponse inflammatoire composée de divers médiateurs pro-inflammatoires, dont les

interférons (IFN) de type | [14]. Bien que traditionnellement associés aux infections virales, ces



derniers pourraient aussi participer dans les infections par les bactéries extracellulaires [15-
17].

Parmi les acteurs de la réponse immunitaire, les cellules du systéme immunitaire sont
responsables de la réponse inflammatoire induite par S. suis [10]. Dans la circulation sanguine,
les neutrophiles et les monocytes sont parmi les cellules de I'immunité innée les plus
importantes. En plus d’étre des phagocytes professionnels, ils participent a la production de
médiateurs inflammatoires [18, 19]. De plus, ils infiltrent massivement le SNC lors de la
méningite causée par S. suis [20-22]. Malgré leur importance avérée, leur réle lors des
infections a S. suis reste inconnu. Comme pour le compartiment systémique, le SNC est
constitué de différents types cellulaires participant non seulement & maintenir son intégrité,
mais aussi a sa défense [23]. Les leptoméninges sont une fine couche de cellules entourant le
SNC le protégeant des microorganismes envahissants, tandis que les astrocytes sont
retrouvés a travers I'entiereté du SNC [24, 25]. Bien que ces cellules soient parmi les premiéres
a rencontrer S. suis dans le SNC et que S. suis cause une méningite, c’est-a-dire une
inflammation des leptoméninges, leur réle dans le cadre de sa pathogenése et de son infection

est mal compris.

Ainsi, 'hypothése générale de cette thése est que la pathogenése de l'infection systémique
et du SNC par S. suis, de méme que la réponse inflammatoire induite, dépendent du bagage
génétique et des caractéristiques phénotypiques des souches étudiées. En effet, les
composants bactériens, ainsi que l'inflammation induite par la bactérie, varient selon 'origine

de la souche, incluant le sérotype, le ST et le lieu géographique, entre autres.

L’objectif général de cette thése est de mieux comprendre la pathogenése de I'infection et de
l'inflammation causées par S. suis a I'aide de souches différentes et d’évaluer I'impact de ces

différences sur celles-ci.

Les objectifs spécifiques sont :
1. Etudier le réle de différents composants de S. suis dans sa pathogenése, notamment dans

ses interactions avec I'h6te

2. Etudier I'impact de l'origine des souches et du choix des modéles expérimentaux sur les

études de virulence et de pathogenése de S. suis
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3. Caractériser l'infection et I'inflammation causées par différents S. suis au niveau systémique
et du SNC

A travers cette thése, nous démontrons que la présence, le role et les propriétés des
composants de S. suis dans sa pathogenése et sa virulence peuvent varier selon le bagage
genetique et les caractéristiques phénotypiques, ce qui rend la généralisation des résultats
obtenus imprudente. De plus, le choix des modéles expérimentaux utilisés peut influencer les
conclusions tirées. D’autre part, bien que la reconnaissance de S. suis par 'immunité innée
s’effectue de maniére similaire via des motifs conservés et cause une réponse inflammatoire
exacerbée caractéristique de ce pathogéne, le bagage génétique et les caractéristiques
phénotypiques de la souche module cette réponse, tant au niveau systémique qu’au niveau du
SNC, ce qui peut déterminer si I'hdéte succombe ou non a linfection. Les connaissances
découlant de ces travaux fourniront de nouvelles avenues pour le développement de stratégies
préventives et thérapeutiques face a ce pathogéne, de méme que des outils de diagnostic pour

mieux le controéler.



Il. REVUE DE LITTERATURE



1. Streptococcus suis

1.1. Caractéristiques générales

S. suis est une bactérie encapsulée a Gram positif en forme de coque, fréquemment retrouvée
sous forme isolée ou en paire, et plus rarement en courtes chaines, d’'un diamétre inférieur a
2 um [1]. Il est un anaérobie facultatif non-motile et forme des colonies mucoides gris-blanc

a-hémolytiques sur gélose supplémentée de sang de mouton [26].

1.2. Streptococcus suis chez le porc

S. suis est une bactérie commensale des voies respiratoires supérieures des porcs, et plus
particulierement des cavités nasales et des amygdales, mais est également retrouvé dans les
tractus geénitaux et gastro-intestinaux [2, 27]. En effet, 100% des porcs sont naturellement
colonisés par au moins un sérotype de S. suis, bien que la présence de plusieurs sérotypes
est fréquente chez le méme animal [28]. Toutefois, bien que le porc soit un porteur
asymptomatique de S. suis, cette bactérie est la cause d’infections graves entrainant des
pertes économiques importantes pour lindustrie porcine, et ce mondialement [1, 3].
Cependant, bien que différentes souches appartenant a un seul ou plusieurs sérotypes
peuvent étre présentes au sein d’un troupeau fermé, une seule souche est normalement

responsable de la majorité des cas cliniques [28].

1.2.1. Transmission et facteurs de risques
S. suis peut se transmettre de maniére verticale et/ou horizontale. La transmission verticale se
fait durant la mise bas, lorsque les porcelets sont en contact direct avec les bactéries présentes
dans les sécrétions vaginales [2]. De plus, la bactérie se transmet de maniére horizontale par
des contacts entre les porcelets ou avec la truie [2]. A ce jour, différents facteurs de risque ont
été identifies comme pouvant influencer le développement des infections a S. suis a la ferme
[2]. Ainsi, certaines pratiques d’élevage, dont des fluctuations excessives de température,
'humidité relative élevée, la mauvaise ventilation, I'entassement, I'écart d’age entre les
porcelets a l'intérieur d’'une méme piéce, ainsi que le stress lié au transport et a la vaccination
constituent des facteurs augmentant la susceptibilité des animaux a l'infection [2]. De plus, la
faiblesse du statut immunitaire du troupeau et la présence d’autres pathogénes, tels que le
virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin et les mycoplasmes, peuvent augmenter

les risques d’une infection a S. suis [29, 30].



1.2.2. Signes cliniques et pathologies associées
S. suis peut causer une variété d’infections conduisant a des pathologies de gravités variables
chez le porc : la mort subite, la méningite, I'arthrite et 'endocardite sont les plus fréquentes [31,
32]. La plupart des manifestations cliniques surviennent entre cing et dix semaines d’age, étant
donné que les porcelets sont plus susceptibles a développer une infection suite au sevrage en
raison des différents stress qu’ils subissent a cette occasion (séparation de la mere, fin de

limmunité passive, changements liés a leur environnement et a leur diéte, etc.) [33].

Un des premiers signes observés chez les animaux malades a S. suis est une hyperthermie
qui sera, dans la plupart des cas, accompagnée d'une importante perte de poids et de
I'apparition de signes de dépression [2]. La bactérie peut également étre retrouvée dans la
circulation sanguine ou elle pourra induire le sepsis si I'animal n’est pas traité rapidement [2].
Différents signes cliniques neurologiques peuvent étre observés chez les animaux atteints de
méningites, parmi lesquels il est possible de retrouver 'ataxie, 'opisthotonos, les convulsions
et le nystagmus [2]. Pour leur part, les animaux atteints d’autres pathologies, tels que des
endocardites, qui sont souvent accompagnées de sepsis, présenteront plutét des signes de
dyspnée respiratoire, de cyanose et de dépression [2]. Les Iésions attribuées a S. suis sont
habituellement caractérisées par des infiltrations neutrophiliques (inflammation suppurative),
parfois accompagnées de dépdt de fibrine et sont globalement les mémes pour tous les

sérotypes, du moins sur le plan macroscopique [22].

1.2.3. Traitements et prévention
A ce jour, les antibiotiques restent le premier choix pour traiter les infections a S. suis [34].
Toutefois, le choix de I'antibiotique doit se faire selon la sensibilité de la souche responsable
de l'infection, tout en tenant compte des résistances rapportées dans la filiere porcine suite a
la surutilisation des antibiotiques [34, 35]. Néanmoins, I'ampicilline, le ceftiofur, la tiamuline, le
trimethoprime et les sulfonamides restent de bons choix pour le traitement de la maladie [2]. Il
est important de garder en téte que S. suis ne sera pas complétement éliminé de I'animal [34].
D’autre part, lorsque les animaux présentent des signes de méningites, I'administration d’'un
anti-inflammatoire en combinaison avec I'antibiotique choisi pourrait améliorer la réponse de

'animal a son traitement [2].



Afin de prévenir le développement de maladies causées par S. suis, la vaccination est la
mesure la plus recommandée. Toutefois, il existe trés peu dinformation concernant son
efficacité et peu de fermes au Canada utilisent un vaccin [36]. De plus, le plus grand probléme
auquel font face les études de vaccination est la faible immunogénicité de S. suis [36]. Non
seulement la CPS est peu immunogéne, mais elle masque les composants sous-capsulaires
qui le sont [37, 38]. De plus, S. suis a développé plusieurs mécanismes pour déjouer les
différentes étapes de la réponse adaptative. En effet, nous avons récemment démontré que
S. suis, en partie par I'entremise de sa CPS, interfére dans la présentation antigénique par les
cellules dendritiques (DCs), que ce soit en retardant/compromettant I'expression du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH-Il) ou en interférant dans la production
d’interleukine (IL)-12p70, impliquée dans la différenciation des lymphocytes T CD4* (Annexes
— Article I). Ceci a pour conséquence une activation sous-optimale des lymphocytes T, des

lymphocytes B et de la réponse adaptative globalement [36, 38, 39].

Néanmoins, différents types de vaccins expérimentaux ont été testés au cours des derniéres
années [36]. Les bactérines sont généralement le premier choix et sont présentement les seuls
vaccins utilisés sur le terrain [36]. Elles sont constituées de la bactérie entiére inactivée soit a
la chaleur ou au formol [36]. Néanmoins, leur efficacité reste controversée [2, 36]. De plus, les
bactérines autogénes sont congues a partir de la souche causant la maladie dans I'élevage,

limitant ainsi la possibilité de les utiliser dans d’autres fermes [36].

Outre les bactérines, 'approche vaccinale étudiée est I'utilisation de composants de la bactérie,
en particulier la CPS ou des protéines. En effet, la CPS de S. suis sérotype 2 pourrait étre un
excellent candidat vaccinal, tel que démontré récemment par I'entremise d’'un vaccin
glycoconjugué CPS-toxoide tétanique [40, 41]. Un avantage majeur d’'un vaccin ciblant la CPS
est que les animaux pourront étre protégés contre toutes les souches faisant partie d’'un méme
sérotype [36, 41]. Toutefois, comme la CPS est faiblement immunogéne, la conjugaison avec
des protéines porteuses est nécessaire, ce qui rend ce type de vaccin présentement trop
dispendieux pour une utilisation sur le terrain [36]. De plus, comme la protection est spécifique
au sérotype en question, plusieurs CPSs purifiées seront nécessaires dans un méme vaccin
afin de cibler plusieurs sérotypes [36]. Pour leur part, les vaccins sous-unitaires, vaccins
composeés d’'un ou de plusieurs composants (antigénes) du pathogéne, sont encore au stade

expérimental pour S. suis [36]. Dans ce type de vaccin, I'antigéne choisi doit idéalement étre



présent chez plusieurs souches et/ou sérotypes de S. suis afin de conférer une protection
universelle contre le pathogéne [36]. Bien qu’un grand nombre de protéines ont été étudiées,

ces vaccins ne sont pas encore commercialement disponibles [36].

1.3. Infections zoonotiques causées par Streptococcus suis

En plus d’étre un important pathogéne du porc, S. suis est aussi un agent de zoonose
principalement responsable de méningites et de chocs septiques chez ’humain [31]. Depuis le
premier cas d’infection humaine rapporté au Danemark en 1968, plus de 1 600 cas ont été
décrits a ce jour (Annexes — Article Il). En effet, le nombre de cas rapportés a augmenté de
maniére exponentielle dans les derniéres années, particuliérement dans les pays d’Asie, ou
deux éclosions mortelles ont eu lieu en Chine en 1998 et en 2005 [3]. En Amérique du Nord et
en Europe, les infections humaines a S. suis sont considérées comme des maladies
professionnelles, c'est-a-dire que les travailleurs de l'industrie porcine, les éleveurs et les
vétérinaires sont les plus a risque de développer la maladie suite au contact d’'un animal infecté
avec des lésions cutanées [3, 31]. Cependant, en Asie, et plus particulierement au Vietnam et
en Thailande, la consommation d’aliments crus ou peu cuits dérivés du porc est une cause
importante de la propagation de S. suis [3, 31]. Toutefois, la rareté de linfection suggere
l'implication concourante d’autres facteurs tels 'immunosuppression, le diabéte, I'alcoolisme,

'asplénie et le cancer [42].

Le nombre croissant d’infections humaines a S. suis a grandement augmenté l'intérét pour ce
pathogéne, particulierement a la suite de I'éclosion de 2005 [31]. Non seulement le nombre
d'articles scientifiques publiés a son sujet a significativement augmenté depuis le début des
années 2000, mais les conséquences pour la santé publique ont amélioré la surveillance et les
méthodes diagnostiques en Asie [3, 31]. Toutefois, la prévalence en Asie reste beaucoup plus
élevée que celle en Europe et en Amérique du Nord. De plus, les taux de mortalité varient de

moins de 3% dans la plupart des pays occidentaux a 26% dans certains pays asiatiques [3].

1.3.1. Signes cliniques et pathologies associées
Chez I'humain, S. suis cause une infection systémique a la suite d’'une période d’incubation
variant de quelques heures a deux jours [31]. Comme chez le porc, la méningite est la
manifestation clinique la plus fréquente, mais le développement de sepsis et de choc septique

est aussi trés commun [3]. De maniére particuliére, la souche responsable des éclosions en
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Chine a causé des centaines de cas du syndrome apparenté au choc toxique streptococcique
(STSLS) [3]. En plus d’une fiévre élevée, ce syndrome est caractérisé par des frissonnements,
des maux de téte, des vomissements, des douleurs abdominales, et par des signes cliniques
d’hypotension, de tachycardie, de dysfonction hépatique, de coagulation intravasculaire
disséminée, de défaillance rénale aigué et de syndrome de détresse respiratoire aigué [43].
Alors que la mort suit souvent le choc septique, la séquelle la plus fréquente suite a la méningite

est une perte auditive [43, 44].

1.3.2. Traitements et prévention
Lors de la méningite, une antibiothérapie agressive est habituellement recommandée [31].
Toutefois, I'utilisation d’antibiotiques a un effet limité chez I'humain lors du sepsis et du choc
septique [31]. Comme il n’existe présentement aucun vaccin contre S. suis, la prévention de la
transmission aux humains dépend du contrdle de la maladie chez le porc [31]. Des mesures
de santé publique accompagnées de campagnes de sensibilisation concernant les mesures

d’hygiéne a adopter permettront de réduire le nombre d’infections humaines [31].

1.4. Typage
Deux approches de typages sont couramment utilisées pour S. suis, soit le typage sérologique,
qui différencie les souches selon I'antigénicité de leur CPS, et les tests par réactions en chaine

par polymérase multiplexe [3].

1.4.1. Tests sérologiques et sérotypes décrits
La majorité des laboratoires de diagnostic utilisent le test sérologique de coagglutination afin
de déterminer le sérotype des souches de S. suis [3]. Ce test utilise la protéine A exprimée a
la surface de Staphylococcus aureus afin de lier la portion Fc d'une immunoglobuline (Ig) de
classe G, laissant sa portion Fab libre de lier son antigéne [45]. Ainsi, un sérum de lapin
immunisé avec la souche de référence d'un sérotype permettra I'agglutination des cellules de
S. aureus potentialisées en présence de leur antigéne, soit la CPS exprimée par une souche

de S. suis appartenant au méme sérotype (utilisation de la bactérie entiére) [45].

A ce jour, 35 sérotypes différents de S. suis ont été caractérisés en fonction de I'antigénicité
de la CPS exprimée, soit les sérotypes 1 a 34 et le sérotype 1/2 [46]. Bien que cette méthode

soit relativement fiable, le sérotypage comporte certaines limites, dont la présence de réactions
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croisées et l'existence de souches non-typables ou auto-agglutinantes [3, 47-50]. De plus, les
avancées en génétique et en biologie moléculaire ont permis de démontrer que les sérotypes
20, 22, 26, 32, 33 et 34 appartiennent a une espéce autre que S. suis [51-53]. Ainsi, les
sérotypes 20, 22 et 26 appartiendraient a Streptococcus parasuis, le sérotype 33 a

Streptococcus ruminantium et les sérotypes 32 et 34 a Streptococcus orisratti [46].

1.4.2. Typage moléculaire
Afin de contourner les limites des tests sérologiques, des tests moléculaires basés sur
I'amplification de génes spécifiques au sérotype ont été développés [46]. Le géne codant pour
la polymérase impliquée dans la synthése de la CPS est ciblé, puisque celui-ci est sérotype-
spécifique, a I'exception des sérotypes 1 et 14 et les sérotypes 1/2 et 2, qui ne peuvent pas
étre différenciés a l'aide de cette méthode [54, 55]. Toutefois, certaines souches non-
sérotypables demeurent non-typables par ces techniques d'identification moléculaires et
appartiennent probablement a de nouveaux sérotypes. En effet, des études récentes ayant
séquence le géne codant pour la polymérase impliquée dans la synthése de la CPS de souches
non-sérotypables ont identifi¢ au moins dix-sept nouveaux loci capsulaires [50, 56]. Ainsi,
chaque locus se distingue par la présence d'un géne codant pour une polymérase spécifique
et pourrait conséquemment représenter de nouveaux sérotypes. Cependant, prés de 40% des
isolats identifiés comme appartenant a un nouveau NCL sont non encapsulés a cause de

mutations dans leur locus capsulaire [50, 56].

1.4.3. Typage allélique par « multilocus sequence typing »
Le typage moléculaire allélique ou « mulitlocus sequence typing » (MLST) est une technique
permettant la caractérisation de souches au sein d'une espéce bactérienne en se basant sur
la séquence interne de sept génes hautement conservés (génes de ménage) [57]. Pour S. suis,
le MLST se base sur des variations dans les génes aroA (géne codant la 5-
enolpyruvylshikimate 3-phosphate syntétase), cpn60 (géne codant une chaperonne de
60 kDa), dpr (géne codant une protéine putative de résistance au peroxyde), gki (géne codant
une glucose kinase), mutS (géne codant une enzyme de réparation des erreurs dans I'acide
désoxyribonucléique [ADN]), recA (géne codant un facteur de recombinaison homologue) et
thrA (géne codant une aspartokinase/homosérine déshydrogénase). Chaque séquence interne
des génes, appelée allele, est associée a un numéro afin de créer un profil composé des sept

alleles des geénes cibles. Ce profil est ensuite associé a un ST précis [6].
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Cette technique ne considére pas l'ensemble des polymorphismes nucléotidiques de la
séquence, mais cible plutét quelques variations précises au sein de la séquence [57]. Elle
permet donc d’avoir une vue d’ensemble de I'évolution de la bactérie et de mieux comprendre
I'évolution phylogénétique de S. suis [6]. Cette méthode a suscité beaucoup d’intérét au cours
des derniéres années et est fréquemment utilisée depuis la disponibilité des technologies de
séquencgage, ainsi que de l'accessibilité de la banque d'alléles et de profils en ligne [3].
Néanmoins, le MLST comporte certains points faibles. Entre autres, I'utilisation de génes de
ménage peut masquer des différences génotypiques, et par conséquent phénotypiques,
importantes entre les souches. L’acquisition récente d’ADN exogéne de phages, d’lots
génomiques, d’éléments intégratifs et conjugatifs ou des phénomeénes de recombinaison

homologue pourraient ainsi passer inapergus [57].

A ce jour, 1 096 différents STs de S. suis ont été rapportés. Cependant, plusieurs d’entre eux
sont étroitement reliés, suggérant un ancétre commun (Figure 1). Au moment d’amorcer cette
thése, il avait été suggéré qu’une association entre la virulence d'une souche et le ST pourrait
exister, du moins pour le sérotype 2 [7]. En effet, le complexe clonal (CC) 1, auquel appartient
le ST1 (prédominant en Europe, en Asie et en Amérique du Sud) et le ST7 (présent en Chine
et responsable des éclosions humaines de 1998 et 2005) est fortement associé aux cas
d'infections séveres caractérisées par le sepsis, la méningite ou l'arthrite [3]. Au contraire, le
ST25 et le ST28, frequemment retrouvés en Amérique du Nord, sont associés avec une
virulence intermédiaire et faible, respectivement [7]. De plus, certains STs sont associés avec
la présence de génes codant pour certains marqueurs de virulence comme la suilysine (sly),
la « muraminidase-released protein » (MRP) (mrp) et le facteur extracellulaire (EF) (epf) [7].
Les souches appartenant au ST1 et au ST7 possédent les marqueurs de virulence sly, mrp et
epfalors que les ST25 et ST28 sont négatifs pour sly et epf, avec la présence ou I'absence de
mrp permettant de distinguer ces deux STs [7]. Curieusement, les souches d’'un méme
sérotype peuvent étre regroupées en plusieurs STs, de méme qu’un ST particulier peut étre
composeé de souches de sérotypes différents [3]. Malgre l'intérét suscité, trés peu d’études ont
exploré I'association entre ST et virulence, ni I'association du ST et la pathogenése de S. suis

et la réponse inflammatoire induite.
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Figure 1. Vue d’ensemble de la population de Streptococcus suis par I’entremise des
différents types alléliques. La banque de données entiére du S. suis MLST Database est
illustrée a laide d’eBURST. Chaque point représente un ST individuel, avec sa taille
représentant le nombre d’isolats. Les points reliés représentent des complexes clonaux (CC),
notamment les CC1, CC25 et CC28 qui sont les plus importants mondialement. Les fondateurs
primaires et secondaires de ces CCs sont identifiés en bleu et jaune, respectivement. Les STs
sont indiqués en noir, a I'exception des STs les plus importants (ST1, ST7, ST25 et ST28), en
rouge. Les isolats appartenant au méme ST possédent les mémes alleles pour les sept génes
utilisés, tandis que les isolats appartenant au méme CC partagent six ces sept génes [58].

1.5. Epidémiologie
1.5.1. Chez le porc

Chez le porc, les infections causées par S. suis ont été rapportées partout dans le monde [3].
Bien que le sérotype 2 soit le plus prévalent mondialement, son importance varie grandement.
En effet, le sérotype 2 prédomine dans la plupart des pays européens et asiatiques, tandis
qu’en Amérique du Nord, la prévalence du sérotype 2 est similaire a celle du sérotype 3, tous
deux d’environ 20% [3, 59]. Curieusement, le sérotype 2 est plus isolé que le sérotype 3 au
Canada, alors qu’aux Etats-Unis le sérotype 3 est davantage isolé [59]. En effet, les sérotypes
les plus fréequemment isolés au Canada en ordre décroissant sont le 2, 3, 4, 1/2 et 7, bien que
plus de 30% des souches soient non-typables [48]. Toutefois, non seulement la prévalence du
sérotype 9 a augmenté dans les derniéres années au Canada et en Chine, mais le sérotype 9

est le plus important en Allemagne, en Espagne et aux Pays-Bas [3, 4, 60].
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Quant a la distribution des STs (Figure 2) , le ST1 est le plus isolé d’infections porcines a
I'échelle mondiale, a I'exception de 'Amérique du Nord [3]. En Amérique du Nord, ce sont les
ST25 et ST28 qui prédominent, a pourcentage presque égal, réunissant 95% des isolats [7].
Le ST28 est aussi fréquemment retrouvé au Japon. D’autre part, le ST7 est endémique en
Chine. Finalement le ST20, aussi associé a des infections humaines, a été isolé de plusieurs
cas de sérotype 2 aux Pays-Bas, tandis que les infections causées par le sérotype 9 dans ce

méme pays sont associées au ST16 [3].

North America _Europe
ST25 | ST1 Ching Japan
ST28 | | ST20 | [ ST1 | ST1
N ST7 | ST28
Vietnam
‘Thailand. | ST1
sT1 |- W,
ST104
Argentina

ST1 |

Figure 2. Distribution mondiale des plus importants types alléliques (STs) de
Streptococcus suis sérotype 2 isolés de cas cliniques porcins et humains. Tiré de
I'Annexes — Article .

1.5.2. Chez I’lhumain
Tel que mentionné a la section 1.3., depuis le premier cas humain d’infection a S. suis en 1968,
plus de 1 600 cas ont été rapportés a ce jour dans la plupart des pays élevant des porcs [3].
Le nombre de cas a augmenté de maniére exponentielle dans les derniéres années,
particulierement dans les pays d’Asie du Sud-Est, ou plusieurs centaines de cas sont rapportés
annuellement [3]. Ceci pourrait s’expliquer en partie par la surveillance accrue et 'amélioration
des méthodes diagnostiques dans ces pays, mais aussi par des raisons de santé publique et
d’hygiéne [31]. En effet, le systéme de production de type cours arriére, dans lequel les porcs
et les humains vivent ensembles cbte a cbéte, est trés commun en Asie du Sud-Est,

contrairement a I'Occident [1]. De plus, la consommation de porc peu ou pas cuit, dont le sang,
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est une pratique commune [1]. Ainsi, 'ensemble de ces pratiques, en combinaison avec le
nombre élevé de cas humains a S. suis, a forcé les gouvernements de ces pays a mettre en
place des systémes de surveillance et d’investir dans le développement et la mise en place de
méthodes diagnostiques, tant chez le porc que chez I'’humain, afin de mieux combattre

l'infection [1].

S. suis a été identifié comme la premiére cause de méningite chez les adultes au Viétnam, la
deuxieme en Thailande et la troisieme cause la plus fréquente de méningite bactérienne
acquise dans la communauté a Hong Kong, ou elles se présentent souvent sous forme de cas
groupés ou d’éclosions [3]. En revanche, seuls des cas sporadiques ont été rapportés au
Canada et aux Etats-Unis [3]. Cette différence pourrait s’expliquer par des erreurs de
diagnostic, mais possiblement aussi par une plus faible prévalence des souches virulentes
pour les humains en Amérique du Nord [31]. De plus, 'hypothése a été émise que les souches
nord-américaines sont moins virulentes que celles retrouvées en Europe et en Asie et qu’elles
ont un potentiel de transmission réduit, malgré des méthodes d’élevage similaires (du moins
entre 'Amérique du Nord et I'Europe) [31]. Toutefois, la virulence des souches nord-
ameéricaines a été trés peu étudiée et I'impact de I'origine géographique a I'intérieur d’'un méme

sérotype reste inconnu.

Le sérotype 2 est responsable de plus de 95% des cas humains mondialement, dont les
éclosions en Chine qui ont suscité un intérét marqué [3]. Durant I'éclosion de 2005, plus de
215 cas humains ont été déclarés dans la province de Sichuan, dont 39 sont décédés suite a
l'infection [3]. Le taux de mortalité élevé est une des caractéristiques inquiétantes de cette
éclosion [61]. En plus du sérotype 2, le sérotype 14 a émergé en Asie du Sud-Est dans les
derniéres années, particulierement en Thailande, ou il a causé plusieurs dizaines de cas
humains [3]. Finalement, des cas humains causés par les sérotypes 5, 9, 16, 21, 24 et 31 ont

également été rapportés (Annexes — Article Ill) [62-66].

De maniére similaire au porc, le ST1 prédomine en Europe, en Asie et en Amérique du Sud
(Argentine) (Annexes — Article IV) [3]. Au contraire, des souches appartenant au ST7 n’ont
été retrouvées qu’en Chine et ce sont elles qui ont été responsables des éclosions mortelles
de 1998 et 2005 [3]. Pour leur part, les souches appartenant au ST20 sont retrouvées

particulierement aux Pays-Bas, comme chez le porc [67]. Pour ce qui est de 'Amérique du
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Nord, ce sont principalement des souches appartenant aux ST25 (également retrouvées en
Thailande) et aux ST28 (également retrouvées au Japon) qui sont les plus souvent isolées de
cas cliniques [3]. Finalement, des souches de sérotype 2 appartenant aux ST101 et ST104 et
des souches de sérotype 14 appartenant au ST105 sont endémiques en Thailande (Figure 2)
[3, 68, 69].

1.6. Pathogenése de l'infection et réponse inflammatoire

Afin de causer son infection, S. suis doit traverser plusieurs barriéres physiques et immunitaires
[10]. En effet, la bactérie doit coloniser, puis envahir I'épithélium, afin d’atteindre la circulation
sanguine. Une fois dans le sang, la bactérie doit résister a I'effet bactéricide des leucocytes,
afin de pouvoir se multiplier, persister et se disséminer. Ceci lui permet donc de causer une
infection systémique caractérisée par le sepsis suite a I'induction d’'une production exacerbée
de médiateurs pro-inflammatoires pouvant éventuellement mener au choc septique. Si I'héte
survit a l'infection systémique, S. suis peut franchir 'une des deux barrieres séparant le SNC
du sang, soit la barriere hématoencéphalique (BBB) ou la barriere hémato-liquide
céphalorachidien (BCSFB). Une fois dans le SNC, S. suis cause une infection locale
caractérisée par une réponse inflammatoire exacerbée, menant au développement de la

méningite accompagnée ou non d’'une encéphalite (méningoencéphalite) [10].

1.6.1. Voies d’entrée chez I’hote et colonisation des amygdales chez le porc
La voie d’entrée la plus commune chez le porc est les voies respiratoires supérieures, ou la
bactérie colonise les amygdales palatines ou pharyngées [70, 71]. Les amygdales sont décrites
comme étant un des sites primaires d’invasion bactérienne, suivi des nodules lymphatiques
pharyngés [70]. En effet, des antigénes de S. suis y ont été identifiés et des bactéries entiéres
ont frequemment été observées dans les cryptes luménales et dans I'épithélium des zones

subépithéliales immédiates [70].

Toutefois, le tractus gastro-intestinal ne peut pas étre exclu comme site d’'infection secondaire,
puisque les intestins des porcelets sont rapidement colonisés lors du sevrage [9]. Tel que
mentionné précédemment, les voies d’entrée principales chez I'humain sont soit au niveau de
Iésions cutanées suite au contact avec des porcs malades ou avec leurs dérivés, ou au niveau
intestinal suite & I'ingestion de produits contaminés crus ou peu cuits [9]. A ce jour, I'entrée par

les voies respiratoires n’a jamais été démontrée chez I'lhumain [9].
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1.6.2. Adhésion et invasion de I’épithélium
Les mécanismes par lesquels S. suis parvient a franchir I'épithélium demeurent encore peu
connus a ce jour [9]. En effet, S. suis adhére et envahit faiblement les cellules épithéliales [10].
De plus, la production de biofilm par S. suis, afin de survivre et coloniser les amygdales,
demeure controversée [9]. Toutefois, 'adhésion de S. suis aux cellules épithéliales dépend de
différentes adhésines, qui sont partiellement masquées par la présence de la CPS [9]. En effet,
plus de vingt facteurs ont été décrits comme participant a 'adhésion et a l'invasion des cellules
épithéliales [10, 72-87]. Ainsi, il a été proposé que S. suis peut réguler a la baisse I'expression
de sa CPS durant les premiéres étapes de l'infection, afin de favoriser les interactions avec
ces cellules [9]. En effet, seules les souches non-encapsulées ont la capacité d’envahir les
cellules épithéliales [10]. De plus, la suilysine (une toxine produite par certaines souches de
S. suis) pourrait aussi participer dans la perturbation de la surface épithéliale avec son activité
cytotoxique [88]. Une fois la barriére épithéliale traversée, S. suis peut ensuite interagir avec
la matrice extracellulaire (MEC) [10]. Plus de quarante protéines ont été décrites comme ayant
un réle dans la liaison a la MEC, que ce soit a la fibronectine, au fibrinogéne, a la laminine ou
encore au collagéne [8]. L’adhésion de S. suis aux protéines de la MEC pourrait faciliter les

interactions avec les cellules épithéliales en plus de I'invasion du tissu sous-jacent [9].

1.6.3. Survie dans le sang et dissémination systémique
Une fois I'épithélium franchi, S. suis se retrouve dans la circulation sanguine. Dans le sang,
S. suis circule par l'intermédiaire de facteurs encore inconnus, soit librement ou lié a la surface
des monocytes, selon I'hypothése du cheval de Troie modifié [10, 88, 89]. S. suis posséde
plusieurs facteurs lui permettant de résister a la phagocytose et a l'effet bactéricide des
neutrophiles et des monocytes sanguins [10]. A ce stade, la CPS est un facteur critique
permettant a S. suis de persister dans le sang [10, 90, 91]. Contrairement aux étapes
d’adhésion et d’invasion des surfaces épithéliales, la présence de la CPS est nécessaire pour
la survie bactérienne, comme démontré par I'utilisation de souches non-encapsulées. En effet,
celles-ci, contrairement a leur souche-mére, sont rapidement éliminées de la circulation
sanguine [10, 92, 93]. Ainsi, il a été suggéré que S. suis peut réguler a la hausse I'expression
de sa CPS durant cette étape [10]. Plusieurs autres facteurs sont également impliqués dans la
tolérance au stress oxydatif [10]. De plus, la suilysine, agissant en synergie avec des
composants de la paroi cellulaire de S. suis, cause la libération d’hémoglobine des

érythrocytes, contribuant a 'augmentation des niveaux de médiateurs pro-inflammatoires [94].
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Finalement, SspA, une protéase de type subtilisine, est un inducteur de médiateurs pro-
inflammatoires des macrophages [95]. Ensemble, ces mécanismes permettent a S. suis de se
multiplier, de persister et de se disséminer, causant ainsi une bactériémie pouvant mener au

sepsis [10].

1.6.4. Activation de la réponse inflammatoire systémique, sepsis et choc

septique
Bien que l'activation du systéme immunitaire soit protectrice pour I'héte lors d’'une infection
bactérienne, le sepsis suivi ou non d'un choc septique peut se développer suite a une
régulation déséquilibrée de cette réponse [96]. La libération excessive de médiateurs pro-
inflammatoires peut étre dommageable pour I'hdte, car cela perturbe 'homéostasie vasculaire,
ce qui peut conduire a une dysfonction multiorganes [96]. En effet, la persistance de S. suis
dans le sang et sa dissémination dans différents organes internes (particulierement le foie, la
rate, le coeur et les reins), cause une activation rapide et déséquilibrée des cellules de la
réponse immunitaire innée (les neutrophiles, les monocytes et les cellules Natural Killer [NK]
dans le sang, et les macrophages et les cellules dendritiques dans les organes) et I'induction
massive de médiateurs pro-inflammatoires menant directement au développement du sepsis
puis, dans la majorité des cas, au choc septique [10, 97-100]. De plus, certaines souches
virulentes, dont celles responsables des éclosions en Chine, caractérisées par des cas de
STSLS, manipulent a leur avantage le systéme immunitaire de I'héte [101]. Ainsi, S. suis induit
non seulement une production élevée de médiateurs pro-inflammatoires par les cellules
porcines, murines et humaines in vitro [10], mais également des niveaux systémiques élevés
de médiateurs pro-inflammatoires in vivo durant le sepsis et le choc septique chez la souris, le
porc et ’lhumain, dont le facteur de nécrose tumoral (TNF), I'lL-6, I'lL-12p70, IFN-y, le « C-C
motif ligand » (CCL) 2, CCL3, CCL5 et le « C-X-C motif ligand » (CXCL) 1 [21, 102-104]. De
plus, S. suis induit I'expression de molécules d’adhésion impliquées dans l'inflammation,
provoquant ainsi le recrutement massif de leucocytes et I'amplification de la réponse
inflammatoire [10]. L’activation cellulaire par S. suis implique des récepteurs de
reconnaissance et des motifs moléculaires, notamment le CD14 et le TLR2, mais d’autres TLRs
pourraient aussi intervenir [10]. Des études, a I'aide de mutants non-encapsulés, ont démontré
le réle des composants de la paroi bactérienne dans I'induction de la réponse inflammatoire :
bien que ces composants impliqués soient peu caractérisés, les lipoprotéines a la surface de

la bactérie sont fort probablement impliquées [10, 105, 106]. Toutefois, il est important de
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garder en téte que bien que l'inflammation exacerbée induite par S. suis soit responsable de
la mort de I'héte, au contraire, 'absence d’inflammation permet a la bactérie de se répliquer de

maniére non-contrblée, causant ainsi des dommages directs aux organes.

1.6.5. Voies d’entrée dans le systéme nerveux central

Si I’héte survit a l'infection systémique causée par S. suis, il est susceptible de développer une
infection du SNC, lorsque la bactérie atteint celui-ci. Pour ce faire, la bactérie doit traverser la

BBB ou la BCSFB (Figure 3). Toutefois, les mécanismes utilisés par S. suis pour envahir le
SNC restent nébuleux a ce jour [10].
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Figure 3. Les barriéres séparant le sang du systéme nerveux central. Il existe deux
barrieres principales séparant le sang du systéme nerveux central, soit la barriére
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hématoencéphalique (BBB; a gauche) et la barriére sang-liquide céphalorachidien (BCSFB; a
droite). La BBB est formée de cellules endothéliales microvasculaires recouvrant les vaisseaux
sanguins et des pieds astrocytaires. Au contraire, la BCSFB est composée des cellules
épithéliales du plexus choroidien qui produisent et sécrétent le liquide céphalorachidien [107].

1.6.5.1. La barriére hématoencéphalique

La BBB est une barriére structurelle et fonctionnelle formée par les cellules endothéliales
microvasculaires du cerveau (BMEC). Les BMECs possédent plusieurs caractéristiques, dont
la présence de jonctions serrées, une résistance électrique élevée et un faible taux de
pinocytose [108, 109]. Ces microvaisseaux sont recouverts de péricytes et des pieds
astrocytaires [110]. La BBB fonctionne comme barriere hautement résistante aux
macromolécules circulantes, protégeant ainsi le SNC des microorganismes et des toxines
circulant dans le sang. Une perturbation de la BBB est une caractéristique de la
pathophysiologie de la méningite bactérienne [108, 111]. Ainsi, différents facteurs impliqués
dans la virulence de S. suis ont été caractérisés comme participant dans I'adhésion et I'invasion
des BMECs porcines [10]. Contrairement aux cellules épithéliales, S. suis peut envahir les
BMECs porcines et y survivre de maniére intracellulaire jusqu’a 7 heures, ce qui pourrait étre
un élément crucial pour traverser la BBB et favoriser le développement de la méningite [112].
Une fois de plus, la suilysine participe a l'invasion des BMECs par son activité hémolytique
[10]. Plus récemment, il a été démontré que I'énolase de S. suis posséde la capacité
d’augmenter la perméabilité de la BBB [113]. De plus, certaines composantes du sérum
peuvent également participer aux interactions entre S. suis et les BMECs porcines [10]. Il a
aussi été rapporté que S. suis peut induire la libération d'acide arachidonique, précurseur des
prostaglandines, des les BMECs via I'activité de sa suilysine, mécanisme qui faciliterait la
capacité des bactéries a pénétrer dans le SNC et a moduler l'inflammation locale en
augmentant la perméabilité vasculaire de la BBB et la production d’oxyde nitrique des BMECs
[114]. S. suis peut également moduler I'expression de molécules d'adhésion sur les monocytes
humains et les cellules endothéliales, ayant comme résultante une augmentation de lI'adhésion
[115, 116]. D'autres études ont montré que S. suis est capable d'induire la libération de

cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines par les BMECs humaines et porcines [21, 117].

1.6.5.2. La barriére hémato-liquide céphalorachidien

Le plexus choroidien est composé d'un épithélium (cellules épithéliales du plexus choroidien

[CPEC]) qui produit et sécréte le liquide céphalorachidien (LCR) dans les ventricules du
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cerveau [118]. Comme avec la BBB, la BCSFB est constituée de jonctions serrées inhibant la
diffusion paracellulaire de molécules hydrosolubles [109]. Bien que la BBB représente une plus
grande surface d’invasion, des études anatamopathologiques ont démontré que le plexus
choroidien des porcs est perturbé suite a I'infection par S. suis, incluant la présence de cellules
immunitaires dans les ventricules [119]. En effet, S. suis peut diminuer la résistance
transépithéliale des CPECs [89, 120]. De plus, S. suis posséde la capacité d’adhérer aux
CPECs et de traverser la BCSFB du cbté basolatéral (sang) pour se rendre au cété latéral
(LCR) via I'endocytose [121]. S. suis peut aussi induire la mort des CPECs, en partie due a la
présence de la suilysine [122]. D’autre part, I'étude du transcriptome de CPECs infectées par
S. suis a démontré que les génes impliqués dans la réponse inflammatoire et dans la
production de médiateurs inflammatoires sont régulés a la hausse [120, 123]. Ensemble, ces
interactions pourraient permettre a S. suis d’atteindre le LCR. Une fois dans le LCR, S. suis est
non seulement libre d’atteindre le parenchyme cérébral, mais aussi de s’y multiplier, étant
donné la présence abondante de nutriments et 'absence générale d’lgs, de complément et de

leucocytes [124].

1.6.6. Activation de la réponse inflammatoire du systéme nerveux central et

développement de la méningite
Comment mentionné ci-dessus, il existe deux voies d’entrées principales permettent a S. suis
d’atteindre le SNC, soit la BBB et le BCSFB (Figure 3). Si S. suis traverse la BBB, la bactérie
se retrouve directement dans le parenchyme cérébral ou elle fait face aux cellules résidentes
[111]. Parmi ces cellules, la microglie et les astrocytes sont des cellules de 'immunité innée
[25]. Au contraire, une fois dans le LCR (aprés avoir traversé la BCSFB), S. suis doit interagir
avec les cellules des méninges (plus particulierement celles de la pie-meére), qui devront étre
envahies, avant de pouvoir atteindre le parenchyme cérébral sous-jacent [108]. Toutefois, bien
que l'infection du SNC causée par S. suis se caractérise par la méningite, c'est-a-dire une
inflammation des méninges, aucune étude n’avait déterminé le rdle que joue les méninges
dans la pathogenése de I'infection, ni leurs interactions avec S. suis, lorsque cette thése a été

amorcée.

Les dommages neurologiques et la mort neuronale associés a la méningite induite par S. suis
sont la conséquence d’une reconnaissance de composants bactériens par les cellules

immunitaires de I'hote [10, 22]. En effet, la présence de S. suis dans le SNC augmente
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I'expression transcriptionnelle de TLRs (TLR2 et TLR3, mais pas TLR4), du récepteur CD14 et
de médiateurs pro-inflammatoires (IL-1B et CCL2) et ce, dans la plupart des régions du
cerveau, incluant la BBB, le plexus choroidien et les méninges [21]. La microglie, et
moindrement les astrocytes, ont été démontrés comme les sources principales de ces
médiateurs [21]. Bien que les composants bactériens causant cette activation soient peu
connus, des études avec un mutant non-encapsulé ont démontré une augmentation de la
production de médiateurs inflammatoires lors de linfection de microglies et d’astrocytes
murins, suggérant, comme lors de l'infection systémique, un réle des composants sous-
capsulaires de S. suis [125, 126]. Plus récemment, une étude de co-culture avec des astrocytes
et des cellules de la microglie murins a rapporté que des facteurs sécrétés par les astrocytes
augmentent la production d’oxyde nitrique par la microglie suite a I'infection par S. suis [127].
Comme pour le compartiment systémique, il est important de garder en téte que bien que
l'inflammation exacerbée induite par S. suis dans le SNC soit responsable de la mort de I'hote,
au contraire, 'absence d’inflammation permet a la bactérie de se répliquer de maniére non-
contrdlée, causant ainsi des dommages directs aux organes. Toutefois, contrairement a
l'infection systémique, les connaissances des mécanismes et du role des différentes cellules

de I'h6te lors de I'infection du SNC causée par S. suis sont trés limitées.

1.7. Composants de la surface bactérienne et facteurs de virulence

Une panoplie de facteurs de virulence de S. suis favorisent sa colonisation de I'héte et son
infection menant au développement de la maladie clinique [9, 10]. En effet, il y a eu un nombre
croissant de publications portant sur I'étude des facteurs de S. suis, avec plusieurs d’entre eux
ayant été décrits comme ‘“critiques" pour sa virulence [8]. Toutefois, les méthodes
expérimentales employées pour les étudier varient énormément entre laboratoires, autant pour
les études in vitro que pour les études in vivo, et sont, dans plusieurs cas, inappropriées et/ou
inadéquates [8]. Ainsi, il existe un manque de rigueur scientifique en ce qui concerne ce qu’est
un facteur de virulence pour S. suis et comment le déterminer [8]. De plus, la complexité de ce
microorganisme rend difficile sa catégorisation basée seulement sur la présence ou I'absence
de facteurs de virulence décrits ou proposés. Ainsi, lorsque cette thése a débuté, ce manque
de rigueur scientifique, et donc de répétabilité des résultats entre laboratoires, méme si

présent, n’avait jamais été évalué.
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1.7.1. La capsule polysaccharidique
La CPS est une couche structurée de polysaccharides que certaines bactéries sont capables
de synthétiser et d’exporter a leur surface. La CPS de S. suis est I'un des facteurs de virulence
les plus importants, selon les études réalisées avec le sérotype 2 [10, 92, 128]. De plus, la
classification de S. suis en différents sérotypes est basée sur I'antigénicité des CPSs due a

des différences de composition et de structure [46].

1.7.1.1. Composition et structure

A ce jour, seules les structures de la CPS des sérotypes 1, 1/2, 2, 3, 9, 14 et 18 ont été décrites
[49, 129-132]. Dans le cadre de cette thése, nous nous intéresserons plus particulierement aux
sérotypes 1, 1/2, 2, 9 et 14 comme ils sont parmi les plus importants pour les infections chez

le porc et chez ’humain mondialement.

1.7.1.1.1 Compsition générale

La CPS du sérotype 2 est composée de galactose (Gal), de glucose (Glc), de
N-acétylglucosamine (GIcNAc), de rhamnose (Rha) et d’acide sialique (Neu5Ac), tandis que
celle du sérotype 1/2 possede un N-acétylgalactosamine (GalNAc) a la place du galactose
dans la chaine latérale portant I'acide sialique (Figure 4) [49, 130]. Il a été suggéré que la
chaine latérale et I'acide sialique constituent les principaux épitopes reconnus par les anticorps
dirigés contre la CPS des sérotypes 1/2 et 2 [93]. Quant a elle, la CPS du sérotype 14 est
semblable a celle du sérotype 2, mais ne contient pas de rhamnose [129]. Comme pour les
sérotypes 1/2 et 2, la seule différence entre les CPSs des sérotypes 1 et 14 est la présence du
N-acétylgalactosamine chez le sérotype 1 a la place du galactose chez le sérotype 14 (Figure
4) [49]. Chez la CPS du sérotype 1, I'épitope principale semble étre également la chaine
latérale, tandis qu’elle ne semble pas étre un épitope majeur chez le sérotype 14 [49]. De plus,
'acide sialique joue un role trés limité chez les sérotypes 1 et 14 dans la reconnaissance par
les anticorps [49, 93]. Finalement, la CPS du sérotype 9 est composée de glucitol (Glc-ol), de
phosphate (P), de galactose, de rhamnose et d’'un sucre 4-céto labile (2-acetamido-2,6-
dideoxy-b-D-xylo-hexopyranos-4-ulose) (Figure 4) [131]. Toutefois, la CPS du sérotype 9 ne

contient pas d’acide sialique [131].
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Sérotype 1 a-p-Neup5Ac-(2—6)-p-p-GalpNAc-(1—4)-B-p-GlcpNAc
1

!
3

[6)-B-p-Galp-(1—3)-B-p-Galp-(1—4)-B-p-Glep-(1-],

Sérotype 14 a-p-NeupS5Ac-(2—6)-p-p-Galp-(1—4)-B-p-GlcpNAc
1
!
3
[6)-B-p-Galp-(1—3)-B-p-Galp-(1—4)-B-p-Glcp-(1—],

Sérotype 2 a-p-NeupSAc-(2—6)-p-p-Galp-(1—4)-B-p-GlcpNAc  a-p-Galp
1 1

! |
3 3

[4)-B-p-Galp-(1—4)-B-L-Rhap-(1—4)-B-b-Glep-(1—],

Sérotype 1/2  o-p-Neup5Ac-(2—6)-p-p-GalpNAc-(1—4)-B-b-GlcpNAc  a-p-Galp
1 1

! !
3 3

[4)-B-p-Galp-(1—4)-B-L-Rhap-(1—4)-B-p-Glep-(1—],

Sérotype 9 a-p-Galp
1

|
2

[3)-a-L-Rhap-(1—3)-Glc-0l-(6— P—3)-B-p-Gal p-(1—3)-B-p-6dxy/HexpNAc-4-ulo-(1—],

Figure 4. Structure de la capsule polysaccharidique des sérotypes 1, 14, 2, 1/2 et 9 de
Streptococcus suis. L'acide sialique (a2,6) est représenté en rouge. La seule différence entre
les structures des sérotypes 1 et 14 et entre les sérotypes 1/2 et 2 est la présence de
N-acétylgalactosamine (en vert) chez les sérotypes 1 et 1/2 a la place de galactose chez les
sérotypes 14 et 2 (en bleu) [49, 129-131].

1.7.1.1.2 L’acide sialiqgue

Le terme acide sialique référe a une famille d'acide de sucres composés de neuf carbones, se
retrouvant en position terminale de glycoconjugués exposés a la surface de plusieurs cellules
eucaryotes, dont le plus abondant est I'acide N-acétylneuraminique [133]. Chez les eucaryotes,
la présence de ce sucre en position terminale des glycoconjugués interfére dans Il'activation du
complément et de plusieurs fonctions immunitaires [133]. Ainsi, les pathogénes bactériens qui
ont développé des mécanismes pour incorporer I'acide sialique a leurs composants de surface

possédent un avantage particulier dans la résistance au systéme immunitaire de I'héte, mais
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également dans l'interaction avec différents récepteurs cellulaires [133]. Ainsi, la sialylation de
la CPS du streptocoque du groupe B (GBS) protége contre la phagocytose en inhibant
I'opsonisation de la bactérie et augmente la résistance a I'activation du complément par la voie
alternative [134]. De plus, sa présence inhibe les interactions avec la Siglec-9 et I'activation
des neutrophiles humains [135]. Ainsi, la sialylation de la CPS semble jouer un rble important

dans la virulence de GBS.

Malheureusement, aucun mutant exprimant une CPS sans acide sialique n'est disponible chez
S. suis, ce qui complique les études sur le réle exact de I'acide sialique dans les interactions
avec les cellules de I'hbte et dans la pathogenése de l'infection. En effet, la délétion d’'un des
genes impliqués dans la synthése de I'acide sialique cause une perte de la CPS chez S. suis
[93]. Ainsi, le rble de I'acide sialique dans la virulence de S. suis reste ambigu. Toutefois, il ne
semble pas étre un déterminant crucial de la virulence de S. suis sérotype 2, tel que démontré
a l'aide de souches traitées de maniére enzymatique avec la sialidase (permettant de cliver

I'acide sialique) [136].

1.7.1.2. Le locus capsulaire

Selon les connaissances actuelles, les génes présents dans le locus codant pour la CPS sont
transcrits sous un méme acide ribonucléique (ARN) polycistronique et régulé sous un seul et
méme promoteur situé en amont du géne cpsA [54]. La taille des loci de la CPS varie entre 15
274 et 40 198 paires de bases en fonction du sérotype [54]. Les génes codant pour la synthése,
I'exportation et la polymérisation de la CPS se retrouvent généralement entre les génes orfZ et
aroA, tandis que les génes de régulation de la synthése de la CPS sont les génes cpsA, cpsB,
cpsC et cpsD. [54] De plus, les génes codant pour des polymérases, flippases et différentes
glycosyltransférases sont également retrouvés dans I'ensemble des sérotypes [54].
Finalement, une caractéristique importante de certains sérotypes est la présence de génes
associés a la synthése et au transfert (sialyltransférase) de I'acide sialique, soit les génes neuA
a neuD (synthése) et cpsN (sialyltransférase), présents chez les sérotypes 1, 1/2, 2, 6, 13, 14,
16 et 27 [54].

A I'exception des sérotypes 1, 1/2, 2 et 14, les sérotypes de S. suis possédent un géne codant
pour une polymérase sérotype-spécifique [54]. Pour les sérotypes 1, 1/2, 2 et 14, aucune

polymérase, glycosyltransférase ou flippase sérotype-spécifique n’a été trouvée [54]. Tel que
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décrit ci-dessus, les chaines latérales semblent étre des épitopes majeurs chez ces sérotypes,
a I'exception du sérotype 14, et seraient responsables des réactions croisées observées [49].
En fait, les différences d'antigénicités observées entre les sérotypes 1 et 14 et 1/2 et 2
découlent d’'un seul polymorphisme nucléotidique dans le géne cpsK codant pour la

glycosyltransférase (Annexes — Article V) [137].

1.7.1.3. Mutants de la capsule polysaccharidique

Les premiers mutants de la CPS chez S. suis ont été obtenus par I'insertion de transposons
[138]. Une seule insertion était suffisante afin d'inhiber la synthése de la CPS, ce qui a eu pour
conséquence sa perte et un phénotype non-encapsulé [138]. De plus, ces travaux ont
démontré que I'absence de CPS modifie I'nydrophobicité a la surface bactérienne, diminue la
résistance a la phagocytose par les phagocytes murins et porcins et favorise I'élimination

rapide de la bactérie du sang [138].

Depuis, plusieurs mutants de la CPS ont été obtenus, mais tous chez le sérotype 2. En effet,
les réles de la protéine régulatrice CpsB [92], de la transférase initiale CpsE [92], différentes
glycosyltransférases (CpsF, CpsG, CpsJ et CpsL) [139, 140] ainsi que de NeuB et NeuC,
enzymes impliquées dans la synthése de I'acide sialique [93, 141], ont été décrits, et ce avec
des souches européennes de ST1 ou les souches ST7 responsables des éclosions humaines
en Chine. Peu importe la délétion, un phénotype non encapsulé a été obtenu. Plus récemment,
un mutant de la CPS a été obtenu chez une souche de sérotype 14 (CpsB) (Annexes — Article
VI) [142]. Toutefois, malgré I'importance des autres sérotypes de S. suis, aucun mutant d’'un

sérotype autre que les sérotypes 2 et 14 n’a été étudié.

1.7.1.4. Propriétés et fonctions

Le rble de la CPS dans la virulence de S. suis sérotype 2 a été extensivement étudié dans les
derniéres années et plusieurs fonctions ont été attribuées a sa présence lors de l'infection, dont
la modulation de l'adhésion et de linvasion, un rdle anti-phagocytaire et un role
immunomodulateur [10]. Toutefois, ces études ont toutes été effectuées avec des souches
européennes de ST1 ou de ST7 (Chine) [92, 93, 128, 138], bien que les souches nord-
américaines (ST25 et ST28) différent grandement génétiquement [7]. Une étude récente avec
une souche de sérotype 14 a démontré que la présence de sa CPS est importante pour sa

pathogenése (Annexes — Article VI) [142]. Comme mentionné aux sections précédentes, les
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CPS des sérotypes 2 et 14 sont relativement similaires en termes de structure et de
composition et contiennent toutes deux de l'acide sialique [54, 129, 130]. Ainsi, trés peu
d’'information est disponible sur le réle de la CPS chez d’autres sérotypes plus divergents et

dont la CPS ne contient pas d’acide sialique.

1.7.1.4.1. Réle dans la modulation de I'adhésion et de l'invasion

La CPS de S. suis sérotype 2 a été décrite comme pouvant moduler I'adhésion et l'invasion
aux cellules de I'héte en interférant avec I'action des adhésines [10]. En effet, 'absence de la
CPS favorise l'adhésion aux cellules épithéliales et endothéliales et favorise également
l'invasion des cellules épithéliales du larynx humain et des BMECs porcines [112, 141, 143,
144]. Ainsi, étant donné que I'adhésion aux cellules figure parmi les premiéres interactions
héte-pathogéne et qu’elle est cruciale pour la colonisation, I'expression de la CPS pourrait nuire
a celle-ci [9]. Comme mentionné précédemment, S. suis pourrait moduler a la baisse
I'expression de sa CPS afin de favoriser le contact avec ses adhésines a la surface cellulaire

lors de la colonisation [9].

1.7.1.4.2. Propriétés anti-phagocytaires

La CPS est en premier lieu un facteur anti-phagocytaire qui permet a S. suis sérotypes 2 et 14
d’éviter les premiéres lignes de défense immunitaire de I'héte, c’est-a-dire les cellules
phagocytaires de la réponse immunitaire innée, dont les macrophages, les cellules
dendritiques et les neutrophiles [10, 142]. En effet, la CPS du sérotype 2 inhibe spécifiquement
la transduction des signaux intracellulaires nécessaires a la phagocytose chez les
macrophages [98]. De plus, lorsque S. suis est en contact avec les macrophages, sa CPS
déstabilise les microdomaines lipidiques afin d'empécher sa reconnaissance [145]. La
présence de CPS interfere également dans la phagocytose et le « killing » par les cellules
dendritiques murines et porcines et par les neutrophiles porcins [90, 91, 139, 146]. Cette
propriété que confére la présence de la CPS, du moins aux sérotypes 2 et 14, est cruciale pour
leur virulence. En son absence, S. suis estincapable de résister au « killing » par les leucocytes
sanguins et est rapidement éliminé de la circulation sanguine [92, 93]. De plus, la présence de
la CPS du sérotype 2 interfere dans le dépdt du complément a la surface bactérienne,

empéchant 'opsonophagocytose [90, 91, 139].
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Bien que les études sur le réle de la CPS se soient concentrées sur le sérotype 2, et
moindrement sur le sérotype 14, une étude in vitro a démontré que le sérotype 1 est moins
internalisé par les cellules dendritiques humaines dérivées de monocytes que les sérotypes 2,
7 et 14, tandis que les sérotypes 4 et 9 sont plus internalisés que ceux-ci [147]. Ainsi, il est
possible que la composition de la CPS puisse influencer les propriétés anti-phagocytaires de
celle-ci. Cependant, d'autres facteurs tels que I'épaisseur de la CPS et le bagage génétique

pourraient également influencer les propriétés anti-phagocytaires des souches a I'étude [147].

1.7.1.4.3. Immunomodulation

La CPS participe également a la modulation de la réponse inflammatoire [10]. En effet, la
présence de CPS permet de masquer la surface bactérienne, incluant les composés sous-
capsulaires ayant des propriétés immunostimulatrices [10]. Des tests in vitro avec différents
types cellulaires, dont les DCs et les macrophages, ont permis de démontrer qu'un mutant non-
encapsulé de S. suis sérotype 2 induit davantage I'expression de cytokines pro-inflammatoires,
telles que le TNF, IL-6, I'lL-12p70 et le CXCL1 [99, 139, 148]. De plus, la CPS des sérotypes
2 et 14 induit elle-méme la production des chimiokines CCL2 et CCL3 des DCs murines, des
macrophages et des BMECs humaines [37, 148, 149]. Par exemple, CCL2 favorise l'infiltration
de monocytes et déstabilise l'intégrité de la BBB, ce qui pourrait permettre a S. suis d'infiltrer
le SNC [10, 148].

1.7.2. La paroi cellulaire bactérienne et ses modifications
Chez les bactéries a Gram positif, la paroi cellulaire est composée d’une épaisse couche de
peptidoglycane qui contient des LTAs, ancrés aux tétes des membranes lipidiques [150].
Ensemble, ces polyméres comptent pour 60% de la masse de la paroi des bactéries a Gram
positif [150]. De plus, une multitude de protéines sont présentes a la surface bactérienne,
attachées soit a des ancres lipidiques insérées dans la membrane, directement au

peptidoglycane ou méme aux LTAs [150].

1.7.2.1. Les acides lipotéichoiques

Les LTAs sont des molécules amphiphiles retrouvées dans la membrane de la plupart des
bactéries a Gram positif [151]. Historiquement, ils ont été associés au développement du sepsis
et du choc septique causé par les bactéries a Gram positif, puisqu’ils activent les leucocytes et

stimulent la production exacerbée de médiateurs pro-inflammatoires, suite a leur
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reconnaissance par le TLR2 [152, 153]. Toutefois, de plus en plus d'études suggérent que ce
sont les lipoprotéines de la surface bactérienne et non les LTAs qui seraient reconnues et
responsables de cette activation inflammatoire [154, 155]. Lorsque cette thése a débuté, il n'y
avait aucune information disponible concernant la structure des LTAs de S. suis ou leurs

propriétés immunostimulatrices.

1.7.2.1.1. Composition et structure

Les LTAs sont des polyméres de polyphosphoglycérol, la substitution d’'une D-alanine ou d’'un
résidu glycosyl les rendant fonctionnels. lls sont ancrés dans la membrane bactérienne par un
motif diacylglycérol terminal [152, 156]. Basés sur I'architecture des unités répétitives, les LTAs
sont classés en cing types (Figure 6) [11]. Le type | contient du polyglycérol phosphate, les
types Il et Il un complexe glycosyl-glycérol-phosphate, le type 1V du glycosyl-ribitol-phosphate
et le type V du glycosyl-phosphate [11]. Ainsi, les LTAs de type Il a V sont considérés comme
étant plus complexes [11]. Les LTAs de type | sont les plus communs et sont retrouvés entre
autres chez S. aureus, chez Bacillus subtilis et chez Listeria monocytogenes, tandis que
Streptococcus pneumoniae contient du LTA de type IV [11]. Il est important de mentionner que

la plupart des bactéries ne contiennent normalement qu’un seul type de LTA.
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Figure 5. Schématisation des différentes classes d’acides lipotéichoiques des bactéries
a Gram positif. Les ancres glycolipidiques sont indiquées en orange. Tiré de [11].

1.7.2.1.2. La D-alanylation des acides lipotéichoiques

La D-alanylation du LTA, codé par le géne dltA, permet aux bactéries a Gram positif de
moduler leur charge de surface, de réguler la liaison de ligands et de contrdler les propriétés
électromécaniques de la paroi cellulaire [157]. La D-alanylation du LTA de S. suis est
importante pour la virulence de la bactérie, car elle confére une résistance a l'action des

peptides antimicrobiens cationiques, une résistance a l'effet bactéricide des neutrophiles
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porcins et des cellules dendritiques murines et interféere dans le dép6t du complément a la
surface bactérienne [139, 158]. De plus, la D-alanylation du LTA augmente I'adhésion aux, et
l'invasion des BMECs porcines [158, 159]. L’ensemble de ces rdles contribue partiellement a
la virulence de S. suis étant donné qu’un mutant isogénique de la D-alanylation du LTA est

moins virulent lors de l'infection systémique chez la souris et le porc [158].

1.7.2.2. La N-désacétylation du peptidoglycane

Comme mentionné plus haut, la composante principale de la paroi cellulaire des bactéries a
Gram positif est le peptidoglycane, qui procure une résistance au stress osmotique, entre
autres [152, 156]. Ce polymére est composé d’une longue chaine alternante de deux dérivés
de sucres, le N-acétylglucosamine et I'acide N-acétylmuramique, hautement réticulée par des
sous-unités peptidiques y formant des ponts [152, 160]. Parmi les différentes espéeces
bactériennes, la structure des chaines de sucres est hautement conservée tandis que la
composition des sous-unités peptidiques varie [156]. Il a été suggéré que le peptidoglycane
agit en synergie avec le LTA pour déclencher la réponse inflammatoire de I'héte et causer le
sepsis [153]. Par contre, I'héte tire avantage de cette structure plutét invariable, et reconnait
les bactéries a l'aide des protéines de domaines de liaison des « nucleotide-binding
oligomerization domain » (NOD) 1 et 2, qui reconnaissent les muropeptides relachés, lors de
la reconnaissance de la paroi cellulaire [161]. Afin, certaines bactéries ont développé des
mécanismes spécifiques permettant de modifier la structure de leur peptidoglycane, dont la

N-désacétylation, ce qui déjoue les défenses de I'hdte [156].

Il a été démontré que S. suis sérotype 2 est capable de N-désacétylation du peptidoglycane
grace au gene pdgA [162]. In vitro, I'expression du géne pdgA est augmentée suite a
l'interaction de S. suis avec les neutrophiles, ce qui est aussi le cas in vivo lors d’'infections a
l'aide d’'un modéle murin [162]. De plus, la virulence d’'un mutant isogénique pour pgdA est
hautement atténuée lors d’infections expérimentales, tant chez la souris, que chez le porc
[162]. Finalement, la N-désacétylation du peptidoglycane augmente la persistance de S. suis
dans le sang, en permettant de mieux résister a I'effet bactéricide des neutrophiles porcins et

a l'effet bactéricide complément-dépendante des cellules dendritiques murines [139, 162].
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1.7.2.3. Les lipoprotéines

Présentes au niveau de I'enveloppe cellulaire, les lipoprotéines sont une classe importante de
protéines membranaires amphiphiles constituées a la fois d’'une portion protéique hydrophile
et d’'une portion lipidique hydrophobe [163, 164]. Cette derniére interagit avec les
phospholipides de la paroi bactérienne et assure I'ancrage des lipoprotéines au niveau de la
membrane [165]. Elles constituent une famille relativement abondante de protéines
représentant environ 2% ou plus du protéome des bactéries a Gram positif et sont impliquées
dans un éventail de fonctions importantes pour la bactérie, que ce soit pour sa survie, sa
reproduction ou méme sa virulence [163, 164]. Au moins 45 génes codant pour des
lipoprotéines putatives ont été identifiés dans le génome de la souche de référence de S. suis

sérotype 2 P1/7.

1.7.2.3.1. Biosynthése et maturation

Les lipoprotéines partagent une similarité structurelle résultant d’'un processus de maturation
unique et conservé [150]. En effet, elles sont initialement traduites dans le cytoplasme sous
forme de pré-prolipoprotéines immatures. La majorité de celles-ci vont ensuite étre exportées
sous forme de polypeptides linéaires [164, 166]. Une fois exportées, les pré-prolipoprotéines
vont étre redirigées vers la machinerie de biosynthése des lipoprotéines a I'aide d’'un second
signal [163]. Il s’agit d’'une séquence fortement conservée de quatre acides aminés appelée
lipobox [163]. Parmi ces acides aminés, seule la cystéine est invariable et obligatoirement
présente, car elle constitue le site a partir duquel toutes les futures modifications structurales

auront lieu [163].

Chez la plupart des bactéries a Gram positif, dont S. suis, la maturation des lipoprotéines se
fait en deux étapes. Dans un premier temps, les pré-prolipoprotéines subissent une
modification par la pré-prolipoprotéine diacylglycéryle transférase (Lgt) intégrée dans la
membrane plasmique [167, 168]. Cet enzyme catalyse I'attachement covalent d’'un fragment
diacylglycérol au niveau de la liaison sulthydrile de la cystéine présente a l'intérieur du lipobox.
Une fois cette étape de diacylation terminée, les pré-prolipoprotéines deviennent des
prolipoprotéines ancrées a la membrane cytoplasmique. Cette modification lipidique est
importante pour le maintien des lipoprotéines au niveau de la membrane plasmique [165]. A la

suite de I'ajout du fragment diacyle par la Lgt, la prolipoprotéine signal peptidase de type Il est
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responsable du clivage du signal peptidique au niveau de la cystéine conservée. Celle-ci

devient alors la nouvelle extrémité N-terminale de la lipoprotéine [166, 167].

1.7.2.3.2. Roles et fonctions

Comme mentionné, les lipoprotéines sont impliquées dans une panoplie de fonctions chez la
bactérie. Parmi celles-ci, il y a la réplication et la survie bactérienne via le maintien de la stabilité
de I'enveloppe bactérienne [164], le transport de substrats et de nutriments (en fait, le groupe
fonctionnel le plus abondant des lipoprotéines est celui des protéines liant de substrats a haute
affinité) [164], la résistance aux antibiotiques [169] et la sécrétion et le repliement des protéines

[170, 171]. Toutefois, le réle d’environ 30% des lipoprotéines reste inconnu a ce jour [150].

De plus, les lipoprotéines sont connues pour jouer un role important dans la virulence des
bactéries en participant a 'adhésion aux et a l'invasion des cellules de I'héte, a la persistance
et a la dissémination bactérienne et a l'initiation des processus inflammatoires [166]. En effet,
étant trés conservées, les lipoprotéines sont reconnues par des récepteurs de 'immunité innée,
dont le TLR2 en association avec soit le TLR1 ou le TLRG pour les lipoprotéines triacylées et
diacylées, respectivement. Ainsi, des souches déficientes pour la Lgt de plusieurs pathogénes
tels que S. aureus, GBS et S. pneumoniae, présentent une diminution de l'induction de la
production de cytokines [163, 172-175]. En accord, I'absence de la Lgt de S. suis sérotype 2
réduit I'expression des médiateurs pro-inflammatoires IL-1 et CXCL8 produits par les cellules
mononuclées porcines. Finalement, il a été démontré que I'activation de I'hétérodimere TLR2/6
par les lipoprotéines varie d’un sérotype a I'autre, avec une activation plus forte par le sérotype
9, que par le sérotype 2 [105]. Toutefois, a I'exception de ces deux études, le role des

lipoprotéines de S. suis et leurs propriétés immunostimulatrices sont peu connus.

1.7.3. Autres protéines de surface ancrées a la paroi bactérienne

1.7.3.1. L’autolysine

L’autolysine est une protéine permettant la dégradation du peptidoglycane bactérien et la lyse
cellulaire lors de conditions non-favorables a la survie [176]. De plus, les autolysines sont
impliquées dans diverses fonctions biologiques, dont la division et la séparation cellulaire et le
renouvellement de la paroi cellulaire [176]. Chez S. suis, la présence de l'autolysine conféere
des propriétés bactériolytiques et des activités de liaison a la fibronectine [177]. De plus, elle

est impliquée dans la formation de biofilm par S. suis, dans I'adhésion aux cellules épithéliales
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humaines HEp-2 et dans la virulence, telle qu’évaluée a I'aide d’'un modéle d’infection chez le

poisson ze&bre [177].

1.7.3.2. La dipeptidyl peptidase IV
La dipeptidyl peptidase IV (DPPIV) est une protéase de 70 kDa qui peut étre retrouvée

sécrétée et/ou associée a la surface cellulaire de S. suis [178]. Son activité spécifique permet
le clivage des protéines apres les résidus X-proline et X-alanine du domaine N-terminal des
polypeptides [178]. Ceci est trés important, étant donné que plusieurs cytokines ont un résidu
proline en deuxiéme position de leur chaine polypeptidique [178]. Ainsi, la DDPIV de S. suis
peut moduler la réponse de I'héte lors de I'infection [178]. De plus, I'élimination des dipeptides
du domaine N-terminal peut générer des peptides biologiquement actifs [178]. Il a donc été
suggéré que la DPPIV pourrait contribuer a la dérégulation de la réponse inflammatoire lors
de la méningite, a la destruction tissulaire et a la dissémination systémique de la bactérie [178].
Finalement, la DPPIV peut interagir avec la fibronectine humaine et jouerait un réle important
dans la virulence (grandement atténuée chez S. suis sérotype 2 lors de I'inactivation de la
DPPIV) [179].

1.7.3.3. La protéine Zmp

Initialement décrite comme une protéase clivant les IgAs chez une souche de S. suis ST7
(responsable de I'éclosion humaine de 2005 en Chine) [180], la protéine Zmp est une zinc
métalloprotéase apparentée a la protéine ZmpC de S. pneumoniae [181]. Bien que ZmpC
posséde plusieurs activités, dont I'activation de la matrice métalloprotéase-9, la libération des
ectodomaines de la glycoprotéine de liaison a la P-sélectine, de la mucine 16 et du syndécane-
1 [181-185], il a été démontré que Zmp clive partiellement les ectodomaines de ces deux
derniéres cibles seulement. Toutefois, aucune activité IgA protéase n’a pu étre démontrée. De
plus, Zmp n’est pas un facteur critique pour la colonisation des voies respiratoires ou pour la
virulence de S. suis sérotype 2 dans des modéles murins et porcins d’infection (Annexes —
Article VII). Ainsi, cette protéine est un exemple de la controverse entourant les facteurs de
virulence de ce pathogéne, quelle est la définition d’'un facteur de virulence critique et la

répétabilité des résultats obtenus entre laboratoires.
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1.7.4. Les marqueurs de virulence classiques

1.7.4.1. La suilysine

S. suis sécrete de trés nombreux composés, dont une toxine hémolytique appelée suilysine.
Avec une taille de 54 kDa, elle appartient au groupe de toxines cytolytiques liant le cholestérol
de la membrane cellulaire eucaryote [186]. Cette toxine n’est cependant pas retrouvée chez
tous les sérotypes de S. suis. La suilysine est structurellement et fonctionnellement similaire a
la pneumolysine de S. pneumoniae, mais cette derniére n’est pas sécrétée contrairement a la
toxine de S. suis. La suilysine se rapproche également de la streptolysine O du streptocoque
du groupe A (GAS), la listeriolysine de L. monocytogenes et la perfringolysine de Clostridium
perfringens [187]. Ces toxines, de méme que la suilysine, sont caractérisées par une perte
d’activité et un regain de celle-ci, suite a 'oxydation et a la réduction, respectivement. De plus,
elles sont inhibées par de faibles quantités de cholestérol et sont responsables de la formation

de pores transmembranaires [188, 189].

Le réle de la suilysine dans la pathogenése de l'infection causée par S. suis a été investigué,
mais reste tout de méme nébuleux [190]. La suilysine est toxique pour les cellules
endothéliales et épithéliales de méme que pour les neutrophiles, les monocytes et les
macrophages [90, 97, 144, 191, 192]. De plus, la sulysine induit la production de médiateurs
pro-inflammatoires par les BMECs humaines et porcines, les cellules mononuclées du sang
porcin, les macrophages alvéolaires porcins et les cellules dendritiques murines [112, 117,
139, 149, 193, 194]. Elle induit également une régulation a la hausse des molécules adhésives
des monocytes humains et est impliquée dans la sécrétion de I'acide arachidonique,
précurseur des prostaglandines, par les cellules endothéliales humaines [114, 115].
Finalement, la suilysine contribue a la résistance contre 'opsonophagocytose par les cellules

dendritiques murines [139].

In vivo, le réle de cette toxine reste controversé. En effet, aucune mortalité n’a été observée
chez des souris infectées avec le surnageant d’'une culture d’une souche sécrétant de la
suilysine [195]. Toutefois, un mutant déficient pour la suilysine est avirulent dans un modéle
murin, mais sa virulence n’est que légérement réduite lors de I'infection systémique chez le
porc [195]. Enfin, lors d’'une étude de challenge chez le porc, la souche mutante a induit une
maladie similaire a celle de la souche-mére [194]. Ainsi, il est difficile de considérer cette toxine

en tant que facteur de virulence critique en raison des différences entre hotes.
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1.7.4.2. Le facteur extracellulaire et la « muraminidase-released protein »

Ces deux protéines ont été parmi les premiers facteurs de virulence putatifs décrits pour
S. suis sérotype 2 [196]. La MRP, est une protéine de 136 kDa ancrée dans la paroi cellulaire
par un motif LPXTG, mais qui peut étre relachée dans le surnageant lors de la croissance
bactérienne [32, 196]. Au contraire, le EF, codé par le géne epf, est une protéine de 110 kDa
présente seulement dans le surnageant des cultures bactériennes [32, 196]. Les souches de
S. suis sérotype 2 de phénotype MRP+EF+ sont associées a des infections plus séveres chez
le porc que les souches MRP-EF- [197, 198]. Toutefois, les souches de S. suis sérotype 2
nord-américaines de phénotype MRP-EF- sont généralement plus virulentes dans des
modéles d’infection expérimentale chez le porc et chez la souris que les souches MRP+EF-
[7, 199]. De plus, lorsque des mutants isogéniques ont été inoculés chez des porcelets, leur
virulence était égale a celle des souches-méres [200]. Une étude récente a démontré que
parmi les souches nord-américaines de S. suis sérotype 2, les phénotypes les plus communs
sont MRP-EF-SLY- a 44% et MRP+EF-SLY- a 51%, correspondant aux ST25 et ST28,
respectivement [7]. Cependant, étant donné que les réles spécifiques de la MRP et EF dans
la pathogenése de S. suis n‘ont pas été clarifiés (aucune différence de virulence en leur
absence), ces protéines ne devraient étre considérées que des marqueurs associés a la

virulence [7].

1.7.5. Autres facteurs
En plus des facteurs décrits plus haut, plusieurs centaines d’autres facteurs de virulence
confirmés ou putatifs ont été décrits pour S. suis, en particulier pour le sérotype 2 [8-10]. Le

Tableau | ci-dessous répertorie plusieurs d’entre eux, mais n’est pas exhaustif.
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Tableau 1. Liste de certains facteurs de virulence proposés ou confirmés impliqués dans
la pathogenése de l'infection causée par S. suis

Facteur Fonction Virulence du mutant Référence
Régulation
1910KH/RR Systéme de régulation a deux Atténuée (porc) [201]
composantes
AdcR Régulation de I'acquisition du zinc Atténuée (souris) [202]
ArcD Argln!ne-ornlt.hl_ne an’t_l-p_orteur Mutant non testé [203]
(systéme arginine déiminase)
Régulateur transcriptionnel
ArgR d’arcBCD (systeme arginine Mutant non testé [204]
déiminase)
Cepa Régulateur trangcrlptlonnel du Atténuée (souris) [205, 206]
« carbon catabolite repressor »
CiaRH Systéme de régulation a deux Atténuée (souris) [207]
composantes
CodY Protéine régulatrice Atténuée (souris) [208]
CovR Protéine régulatrice Augmentée (porc) [209]
Fur Régulation de I'acquisition du fer Atténuée (souris) [202]
IhK/Irr Systéme de régulation a deux Atténuée (souris) [210]
composantes
NadR Régulateur transcriptionnel Atténuée (porc) [211]
Nisk/NisR Systeme de régulation a deux Atténuée (souris) [80]
composantes
RevS Protéine régulatrice Atténuée (souris) [212]
RevSC21 Protéine régulatrice Atténuée (porc) [213]
Rgg Régulateur transcriptionnel Atténuée (porc) [214]
Rss04 Petit ARN (régulateur Atténuée (souris) [79]
transcriptionnel)
Salk/SalR Systéme de régulation a deux Avirulent (porc) [215]
composantes
Stk Sérine/thréonine kinase Atténuée (porc/souris) [86]
Tran Régulateur transcriptionnel Atténuée (poisson zébre) [216]
TreR Régulateur transcriptionnel Atténuée (porc) [211]
Facteurs exposés a la surface et protéines sécrétées
6-phosphogluconate-  \ ysqion aux cellules épithéliales Mutant non disponible [217]
dehydrogenase
Abpb Arginine peptidase Atténuée (souris) [75]
ApuA Pullulanase Mutant non testé [218]
Atl Autolysine Atténuée (poisson zébre) [177]
BgaC Béta-galactosidase Identique (souris) [219]
Cbp40 Adhésion au collagene de type | Atténuée (poisson zébre) [220]
Collagenase Dégradation du collagene Atténuée (porc) [211]
Collagenase-like Adhésion/invasion de la BBB Mutant non disponible [221]
protéase
] Endo-B-N.- _ Dégradation des| ollgosaccharldes Atténuée (porc) [211]
acétylglucosaminidase de I'néte
Enolase Adhésion a la fibronectine, au Mutant non disponible [222-225]
plasminogéne et au collagéne
Fbps Adhésion a la fibronectine Atténuée (porc) [226, 227]
Fhb Protéine liant le facteur H humain Atténuée (porc) [228]
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Fhbp Protéine liant le facteur H humain Identique (souris) [229]
GAPDH Adhésion aux cellules épithéliales Mutant non disponible [230, 231]
Hhly3 Hémolysine-IlI Atténuée (poisson zébre) [232]
Htps Histidine triade protéine Mutant non disponible [233]
IdeSsuis IgM protéase Identique (porc) [234, 235]
IgA1 IgA protéase Atténuée (porc) [180]
Igde IgG protéase Mutant non disponible [236, 237]
. . Identique (porc, souris,
Mac IgM (porcin) protéase poisson z&bre) [238]
Pilus (srtBCD Pilus) Adhésion aux cellules épithéliales Atténuée (poisson zébre) [78]
Pilus srtE Adhésine potentielle Mutant non disponible [239]
Pilus srtF Adhésine potentielle Identique (souris) [240]
Pilus srtG Adhésine potentielle Mutant non disponible [239, 241]
Facteu(; d opaC|f|cat|on Opacification du sérum Atténuée (porc) [242]
u sérum
SriA Sortase Identique (souris)/ [243, 244]
Atténuée (porc)
Ssa Adhésion a la fibronectine Atténuée (souris) [245]
SsnA DNase Atténuée (souris) [246]
SspA Protéase Atténuée (porc/souris) [247-249]
SsPep Protéine extracellulaire Atténuée (porc) [250]
SadP Adhésion au galactosyl-a1—4- Mutant non disponible [251]
galactose
Résistance
Dpr Résistance a la toxicité (fer) Mutant non disponible [252]
Nox Tolérance stress oxydatif Atténuée (porc/souris) [253]
PerR Protéine de la famille 'Fur' Atténuée (souris) [254]
SodA Résistance a I_a toxicité (superoxyde Mutant non disponible [255]
dismutase)
Spx1 Tolérance au stress Atténuée (souris) [253, 256]
Spx2 Tolérance au stress Atténuée (souris) [253, 256]
Sys;e,r."e. arginine Résistance a l'acidité Mutant non testé [257, 258]
éiminase
. Tolérance au stress thermique, . .
Tig oxydatif et acide Avirulent (souris) [259]
Zur Résistance a la toxicité (zinc) Mutant non testé [260]
Facteurs impliqués dans le métabolisme et transport
3-kétoacyl-ACP Adhésion 4 la fibronectine Mutant non disponible [225]
réductase
Abpb Adhésion a 'amylase Atténue (souris) [75]
Adenyllos’uccmate Adhésion a la fibronectine Mutant non disponible [225]
synthétase
Cdd Cytidine déaminase Atténuée (porc) [211]
Chaperonine GroEL Adhésion a la fibronectine Mutant non disponible [225]
Protéine e la famille Adhésion/invasion de la BBB Mutant non disponible [221]
DivIVA Adhésion aux cellules épithéliales Mutant non disponible [261]
DNA-directed
polymerase subunit Adhésion/invasion de la BBB Mutant non disponible [221]
RNA beta
DnaJ Adhésion aux cellules épithéliales Mutant non disponible [262]
DnaK Adhésion aux cellules épithéliales Mutant non disponible [261]
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EF-Tu
FeoB
Fhs
Fructose biphosphate
aldolase
GdpP
GInA
Glutamate
déhydrogénase
GtfA
GuaA
HtpsC

IMPDH

Lactate
déshydrogénase
LuxS
ManN

MsmK

O-acétylhomosérine
sulfhydrylase
Oligopeptide-binding
protein OppA
precursor

Perméase

Phosphoglycérate
mutase

Phospholipase C

Phosphopantothenoyl
cystéine
décarboxylase
Potentielle glycogéne-
phosphorylase
PurA
PurD
Pyruvate
déshydrogénase
composant E1, sous-
unité alpha

Pyruvate kinase

ScrB
ScrR
Signal transduction
histidine kinase
SsTGase
Stp

Trag

Translation elongation
factor G
TroA

Adhésion aux cellules épithéliales
Transporteur (fer)
Formate-tetrahydrofolate ligase
Adhésion a la fibronectine et au
collagéne
c-di-AMP phosphodiestérase
Glutamine synthétase

Adhésion a la fibronectine

Sucrose phosphorylase
GMP synthétase
Adhésion aux cellules épithéliales
Inosine 5-monophosphate
déshydrogénase

Adhésion aux cellules épithéliales

Quorum sensing
Transport spécifique du mannose
ATPase du transporteur de type
ABC

Adhésion/invasion de |la BBB

Adhésion a la fibronectine et au
collagéne

Transporteur de type ABC (acide
aminé)
Adhésion a la fibronectine et au
collagéne
Modulation de la production d'acide
arachidonique

Adhésion/invasion de |la BBB

Adhésion/invasion de |la BBB

Adénylosuccinate synthétase
Phosphoribosylamine-glycine ligase

Adhésion a la fibronectine

Adhésion a la fibronectine et au
collagéne
Sucrose-6-phosphate hydrolase
Répresseur de I'opéron du sucrose

Adhésion/invasion de |la BBB

Glutamine-glutamyltransférase
Sérine/thréonine phosphatase
Protéine impliquée dans le transfert
d'ADN
Adhésion a la fibronectine et au
collagéne
Acquisition du manganése
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Mutant non disponible
Atténué (souris)
Atténuée (porc/souris)

Mutant non disponible

Atténué (souris)
Atténué (souris)

Mutant non disponible

Atténuée (porc)
Identique (porc)
Atténue (souris)
Atténue (souris)/
Avirulent (porc)

Mutant non disponible

Atténué (poisson zébre)

Atténuée (porc)

Atténuée (souris)

Mutant non disponible
Mutant non disponible

Atténuée (porc)
Mutant non disponible

Mutant non disponible
Mutant non disponible

Mutant non disponible

Atténuée (porc)
Atténuée (porc)

Mutant non disponible

Mutant non disponible

Atténuée (porc)
Atténuée (porc)

Mutant non disponible

Atténuée (porc)
Atténuée (souris)

Atténué (poisson zébre)

Mutant non disponible

Avirulent (souris)

[263]
[264]
[265]

[225]

[73]
[266]

[225, 267]

[211]
[211]
[76]

[268]

[263]

[269-271]
[211]

[272]

[221]

[225]

[211]
[225]

[114]

[221]

[221]

[211]
[211]

[225]

[225]

[211]
[211]

[221]

[273]
(5]
[274]

[225]
[275]



Autres

Hp0197 Inconnu/antigéne de surface Atténuée (souris) [276-278]
Sao Inconnu/antigéne de surface Identique (souris) [279]
VirA Inconnu Atténuée (lapin) [280]

1.7.6. L’antigéne I/ll - Nouveau facteur de virulence?
Les Agl/ll sont des composantes immunostimulatrices et des protéines multimodales
retrouvées a la surface bactérienne et impliquées dans diverses fonctions [12]. Ces protéines
sont présentes chez plusieurs streptocoques pathogénes, dont Streptococcus mutans,
Streptococcus gordonii, GAS et GBS [12]. Leur séquence primaire est composée de sept
régions, soit (1) le peptide signal, (2) le domaine N-terminal, (3) une région riche en alanine,
(4) une région variable, (5) une région riche en proline, (6) le domaine C-terminal et (7) le

domaine d’ancrage a la paroi cellulaire (Figure 6) [12].

SEOEme W RN — B 1352 0 G5%)

S NN B 1561 0 (12%)
SErl NN — : B 1577 w0 29%)
Sl BT TR — RS

Figure 6. Caractéristiques structurales des antigénes l/ll des différents streptocoques.
De gauche a droite : le signal peptide, le domaine N-terminal, la région riche en alanine, la
région variable, la région riche en proline, le domaine C-terminal et le domaine d’ancrage a la
paroi cellulaire. Le taille en acides aminés (aa) est indiquée. Tiré de I'Article IV.

Plusieurs études ont démontré que les Agl/ll participent a la persistance et a la dissémination
des bactéries dans les voies respiratoires et dans la cavité orale de I'héte [12]. Par leurs
fonctions, ils permettent I'auto-agrégation bactérienne, I'agrégation aux composantes solubles
et immobilisées aux surfaces, dont des composants de la MEC tels que le collagéne, le
fibrinogéne et la fibronectine plasmatique, la formation de biofilm, la résistance au stress acide
et 'adhésion aux cellules de I'héte [12]. De plus I'Agl/ll du GAS (AspA) est un facteur anti-
phagocytaire protégeant la bactérie contre l'effet bactéricide des macrophages et des
neutrophiles [281]. Une autre de leurs caractéristiques est leur affinité de liaison aux
glycoprotéines salivaires, en particulier la glycoprotéine 340, qui est présente en grandes

quantités dans la salive des mammiféres sous forme immobilisée ou en solution. De plus, la
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glycoprotéine 340 est présente sur toutes les surfaces mucosales, incluant les muqueuses
nasales et intestinales [12]. Enfin, il a été rapporté que les Agl/ll de S. gordonii (SspA et SspB)
induisent la production de médiateurs pro-inflammatoires par les cellules épithéliales

respiratoires et les DCs [282].

Bien que des génes des sérotypes 2 et 9 de S. suis ayant une homologie a ceux codant pour
'Agl/ll chez d’autres streptocoques, aient été trouvés, leur rle dans la colonisation de I'héte
et dans la pathogenése de I'infection, pas plus que leurs fonctions, n’avaient encore été étudiés

lorsque cette thése a débuté.

1.7.7. Facteurs de virulence — Sujet de controverse important
Dans les derniéres années, le nombre de publications portant sur S. suis et s’intéressant a
I'étude des facteurs de virulence a augmenté exponentiellement [8]. De plus, plusieurs de ces
facteurs se sont avérés étre critiques pour la virulence de la bactérie [8]. En effet, malgré les
différences importantes entre les souches de S. suis (nombre de sérotypes et STs élevés, entre
autres), au moins 37 génes différents ont été rapportés comme facteurs de virulence critiques,
en raison de I'avirulence du mutant de délétion [8]. Ainsi, il semblerait que S. suis, bien qu’un
des plus importants pathogénes du porc, soit trés sensible et peu adapté aux changements.
Toutefois, la définition de ce qu’est un facteur de virulence reste ouverte a interprétation,
puisqu’aucun baréme n’a été établi. Entre autres, I'état clinique de I'héte duquel la souche a
éte isolée, le modéle d’infection expérimentale in vivo utilisé et les études in vitro effectuées
vont tous affecter cette définition [8]. De plus, le choix de la souche, en raison de son bagage
génétique et de ses caractéristiques phénotypiques, pourrait aussi influencer le résultat [8].
Ainsi, la recherche portant sur S. suis fait face a une problématique importante depuis plusieurs
années, qui malgré cela, n'avait jamais été adressée a I'aide d’une approche expérimentale

lorsque cette thése a débuté.

1.8. Modeéles d’infection expérimentale

Le développement de modéles d’infection expérimentale a été nécessaire, afin d’étudier
l'infection causée par S. suis et de mieux comprendre la pathogenése de cette bactérie. Bien
que nécessaire pour comprendre les mécanismes des interactions entre S. suis et son héte,
I'utilisation de lignées cellulaires et de cellules primaires isolées directement de I'héte a

plusieurs limites et ne permet pas d’avoir une vue d’ensemble de linfection. D’autre part,
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méme si le porc est I'hdte naturel de S. suis, différents organismes, tel que le poisson zébre,
la souris et le cochon d’Inde ont été utilisés comme modéles d’infection expérimentale, afin de
démontrer l'implication d’'un facteur précis dans la virulence et d’étudier les étapes de la
pathogenése de S. suis [8, 283, 284]. Chacun de ces modéles présente ses avantages et
désavantages (Figure 7), que ce soit au niveau du colt de la mise en oeuvre, de la
reproductibilité des résultats ou encore de la reproductibilité des signes cliniques associés a

la maladie et la transposition des résultats aux hétes naturels (porc et humain) [8]. C’est pour
cela que la majorité des études ont été réalisées chez le porc ou chez la souris.

Cold-blodded,
Inbredfoutbred

- —
\ !
5 % Warm-blodded, outbred  / ¢

ﬁg‘b '-‘ (rabbits), Inbred/outbred '-' '?(.,s
& \ (guinea pigs) !

hol \ ’

& \ '
& \

,
» ,.I
'~ | & !
J 4

¥

il T % Warm-blodded, g, 4’%
w L Bl T ;o
.; % | .,_ﬂ & “. Inbred/outbred J ', 4
g3 | !

o
= -& e ! B
s % | el
= \
-}
e %
-

&
g
=
[ 3
&
&
3
&

Unclear?

Variability

Natural J ED':!"I tU;f . /
- \ I number _. 3 f

1___\_‘__‘- b n i e‘ﬂ'liu’,a' \" High . ——

i L~ High | -]

Key characteristics

Figure 7. Résumé des avantages, des désavantages et des caractéristiques clés des
modéles animaux décrits pour I’étude de Streptococcus suis. Tirée de [8].
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1.8.1. Le porc

Bien que I'hdte naturel de S. suis soit le porc, le développement d’'un modéle d’infection
expérimentale chez le porc n'est pas nécessairement pratique, en raison de la taille des
animaux, de leur variabilité génétique, du colt associé et que peu d’animaleries sont adaptées
pour la réalisation d‘études avec un grand nombre de porcs [285]. De plus, tel que mentionné
précédemment, 100% des porcs sont naturellement colonisés par au moins un sérotype de
S. suis, les rendant beaucoup moins susceptibles aux infections expérimentales, sans oublier
que I'age des animaux a un effet important sur cette susceptibilité [2]. Afin de surmonter ce
probléme, des porcs nés de césariennes et privés de colostrum ont été obtenus [8]. Puisque
ces porcs sont exempts de S. suis et qu'’ils n'ont pas d’anticorps maternels, ils sont beaucoup
plus susceptibles a l'infection par S. suis [8]. Toutefois, leur rareté et leur colt les rendent
inaccessibles pour une utilisation de routine. De plus, il est important de se rappeler que ces
porcs constituent un modéle "artificiel", duquel il peut rester difficile d’extrapoler les résultats
obtenus a ceux issus d’'une méme expérience chez des porcs conventionnels [8]. Bien que
certains de ces désavantages, dont la variabilité génétique et la colonisation naturelle, peuvent
étre pergus comme des avantages, ils restent des contraintes et des variables pouvant

compliquer la répétabilité des études expérimentales et des résultats en découlant.

D’autre part, la voie intranasale est la voie d’entrée "normale" de S. suis chez le porc.
Cependant, I'inoculation par cette voie donne des résultats mitigés variant d’'une expérience a
I'autre au sein d’'un méme laboratoire et entre différents laboratoires [8]. Une irritation préalable
des muqueuses respiratoires avec de l'acide acétique, ou une pré-infection avec
Bordetella bronchiseptica, peuvent tout deux augmenter la reproductibilité des résultats et est
également nécessaire afin d’'observer des signes cliniques de la maladie [8]. Ainsi, I'inoculation
par voie intrapéritonéale ou intraveineuse est fréquemment utilisée afin d’augmenter I'efficacité
de linfection, mais ces voies d’entrée contournent I'étape de colonisation des voies
respiratoires supérieures et l'invasion de I'épithélium, pouvant ainsi biaiser les conclusions
obtenues [8]. En effet, les interactions entre S. suis et I'héte dans les voies respiratoires
supérieures, méme si mal comprises, pourraient influencer l'initiation et le développement des
réponses immunitaires et inflammatoires appropriées et affecter la physiologie bactérienne,
dont I'expression différentielle de facteurs et composants pouvant étre impliqués dans sa

virulence [9].
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1.8.2. La souris

La souris, en raison de sa petite taille, de sa reproduction rapide et du nombre d’outils
disponibles, est une alternative intéressante au porc [8]. De plus, les souris sont susceptibles
a linfection causée par S. suis [285]. Plusieurs études ont utilisé des lignées de souris
« outbred » (exogames), dont les CD-1 sont les plus communes [8]. L'utilisation de ces souris
offre une diversité phénotypique et génétique qui peut étre importante, afin d’imiter les
variations naturelles lors d’'une réponse a une infection dans la population normale (porc ou
humain) [8]. Par contre, de plus en plus d’études se sont tournées vers I'utilisation de souris
« inbred » (endogames), dont les C57BL/6 et les BALB/c sont les plus populaires, étant donné
que la variabilité est plus limitée entre les individus [8]. De plus, une multitude de souris
endogames dites knockout, chez lesquels l'inactivation de génes spécifiques permet
l'identification de la participation de différents facteurs dans la réponse de I'héte, ont été
développées dans les derniéres années [8]. Malheureusement, l'inoculation par voie
intranasale chez la souris ne donne pas des résultats trés convaincants, rendant les études
de colonisation pratiguement impossible [8], diminuant par la méme occasion le nombre
d’études ayant utilisé cette voie d’infection. Ainsi, comme chez le porc, I'inoculation par voie

intrapéritonéale ou intraveineuse est privilégiée [8].

Au cours des années, notre laboratoire a développé plusieurs modeéles d’infection de S. suis
chez la souris, mais tous avec le sérotype 2. Des modéles d’infections hématogénes chez les
souris CD-1 (exogames) et C57BL/6 (endogames), dans lesquels S. suis est inoculé par voie
intrapéritonéale, permettent d’étudier la réponse inflammatoire lors du sepsis et du choc
septique et lors de I'infection du SNC [102, 286]. Lors de la phase systémique de la maladie,
les signes cliniques observés sont le poil ébouriffé, les yeux gonflés, I'oedéme oculaire, la
prostration, la dépression et la léthargie en raison de sepsis et/ou de choc septique pendant
les premieres 48 h a 72 h de I'infection [102, 286]. Chez les souris ayant survécu au sepsis
et/ou au choc septique, des signes cliniques de méningite peuvent par la suite étre observés,
normalement entre quatre a dix jours post-infection [286]. En fait, la méningite est souvent
accompagnée d’'une encéphalite (méningoencéphalite), caractérisée, entre autres, par des
signes neurologiques, dont I'hyperexcitation, I'opisthotonos, la désorientation spatiale, une
démarche circulaire avec la téte penchée, le pédalage, les mouvements cloniques et une

excitation soudaine suivie de décubitus [286]. Ainsi, I'inoculation par voie intrapéritonéale
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permet d’induire la méningite tout en causant un traumatisme physique minime sans

anesthésie et permet a S. suis de causer une bactériémie avant d’atteindre le SNC [286].

Puisque ce ne sont pas toutes les souris infectées par voie intrapéritoneale qui développent
de la méningite et que le temps requis au développement de la maladie varie grandement
entres les animaux, un modéle d’infection par voie intracisternale a été développé, afin de
mieux étudier l'infection du SNC [21, 287]. Ainsi, les bactéries sont inoculées directement dans
la cisterna magna du cerveau (ouverture dans I'espace sous-arachnoidien entre la membrane
arachnoide et la pie-mére des méninges), donc directement dans le LCR, en passant par
'ouverture entre I'os occipital et la vertebre d'Atlas [287]. Cette méthode cause de la
méningite/méningoencéphalite chez 100% des souris infectées en moins de 24 h lors de
I'utilisation d’'une dose standard (1 x 10° unités formatrices de colonies [UFC]) [287]. Bien
qgu’elle n’ait été utilisée que dans le cadre d’une seule étude lorsque cette thése a débuté, cette
voie d’inoculation a beaucoup de potentiel, afin de permettre de mieux comprendre l'infection

causée par S. suis au SNC.
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2. La réponse immunitaire innée et I'inflammation

Lorsque confronté a un agent infectieux, I'héte dispose de deux principaux mécanismes de
défense pour I'éliminer, soit la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative.
Le systéeme immunitaire inné représente la premiére ligne de défense contre les pathogénes,
jouant un réle critique dans la reconnaissance des microorganismes et le déclenchement de la
réponse inflammatoire [13, 288, 289]. Ce systeme est constitué, a la fois, de barriéres
physiques et chimiques, dont I'épiderme, les muqueuses et les sécrétions antimicrobiennes,
ainsi que de plusieurs types cellulaires tels que les monocytes, les macrophages, les DCs et
les neutrophiles, qui reconnaissent les pathogénes et permettent la mise en place d’'une
réponse rapide et relativement non spécifique [290]. Cette réponse est induite par la
reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMPs). Les PAMPs sont
des structures microbiennes conservées qui seront reconnues par des récepteurs de
reconnaissance des motifs moléculaires (PRRs). Ces récepteurs sont exprimés a la surface
cellulaire, dans les compartiments intracellulaires, ou sécrétés dans la circulation sanguine
[289]. lIs contribuent a plusieurs fonctions, dont a I'opsonisation, a 'activation de la cascade
du complément, a la phagocytose, ainsi qu’a l'activation des voies de signalisation pro-

inflammatoires menant a la sécrétion de médiateurs [290].

2.1. Les phagocytes professionnels

2.1.1. Les monocytes

Appartenant au groupe des cellules mononuclées, les monocytes sont, aprés les neutrophiles,
les cellules d’origine myéloide les plus nombreuses en circulation sanguine [291]. lIs se
développent a partir des cellules hématopoiétiques de la moelle osseuse et subissent plusieurs
étapes de maturation avant de rejoindre la circulation périphérique [292]. La demi-vie d’'un
monocyte circulant a été estimée a 3 jours chez 'humain et a 1 jour chez la souris, mais des
études récentes ont remis ceci en question [292, 293]. Historiquement, les monocytes ont été
considérés comme des réservoirs de précurseurs myéloides qui permettent le
réapprovisionnement constant des populations de macrophages et de DCs résidant au niveau
des tissus lors de conditions homéostatiques [18, 292]. De plus, les monocytes migrent
rapidement vers le site concerné a la suite d'une infection et se différencient soit en
macrophages ou en DCs, afin de mettre en place la réponse immunitaire innée et adaptative

[293]. Cependant, des études récentes ont mis en évidence que les roles des monocytes
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seraient beaucoup plus complexes que de servir uniquement de source pour les macrophages
et les DCs tissulaires [291]. En effet, les monocytes sont des cellules matures et fonctionnelles,
dés qu'elles entrent en circulation sanguine et peuvent y jouer des rbles [18]. Cette

complexification est d’ailleurs liée, en partie, a ’hétérogénéité et la plasticité des monocytes.

Bien que les études antérieures aient supposé que les monocytes soient une population
homogéne, des études plus récentes ont démontré que ces cellules sont en fait composées de
différentes sous-populations, selon les marqueurs exprimés a leur surface [18, 293]. En effet,
deux sous-types principaux ont été répertoriés, tant chez I'humain que chez le porc et la souris
[18]. Chez 'humain et chez le porc, ces populations se distinguent par I'expression du CD14
et du CD16 [18]. Les monocytes qualifiés de classiques ou inflammatoires possédent un fort
niveau d’expression de CD14, mais un faible niveau de CD16 (CD14MshCD16'°%) [294]. Au
contraire, les monocytes non classiques ou patrouilleurs, aussi appelés résidents, expriment
moins fortement le CD14, mais beaucoup plus le CD16 (CD14°*CD16"9") [294]. Bien que les
monocytes expriment les récepteurs CD11b et CD115 chez la souris, les monocytes
inflammatoires se caractérisent par une forte expression des marqueurs Ly6C et CCR2, mais
une faible expression de CX3CR1 (Ly6ChInCCR2MI"CX;CR1'°%), tandis que les monocytes
patrouilleurs expriment faiblement le Ly6C et CCR2, mais fortement le CX;CR1
(Ly6Cl°"CCR2°“CX3CR1high) [294].

En plus d’étre différenciés par les niveaux de récepteurs exprimés, ces deux sous-populations
de monocytes présentent des propriétés fonctionnelles différentes. En effet, comme leur nom
indique, les monocytes inflammatoires participent directement a la réponse inflammatoire de
deux différentes maniéres. D’une part, ils peuvent migrer vers le site d’infection et y sécréter a
la fois des médiateurs pro-inflammatoires, dont le TNF et I'lL-6, et des dérivés réactifs a
l'oxygéne [18, 295]. Des études réalisées chez la souris ont démontré que les monocytes
inflammatoires deviennent les phagocytes mononuclés dominants des tissus lors de
linflammation, en particulier des macrophages inflammatoires et/ou des DCs productrices de
TNF et d’oxyde nitrique [291, 293]. D’autre part, ils peuvent également acquérir la capacité de
présenter des antigénes et de migrer vers les organes lymphoides afin d’initier la réponse
adaptative [296]. En revanche, le role des monocytes patrouilleurs reste incertain. Des études
récentes semblent indiquer que cette sous-population reste dans la circulation sanguine et est

impliquée dans la surveillance des dommages tissulaires et leur réparation lors de
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’homéostasie [297], alors que d’autres soutiennent leur contribution dans la réponse anti-
inflammatoire [298]. Bien que le réle des monocytes inflammatoires ait été démontré lors
d’infections bactériennes systémiques et du CNS, le réle des monocytes patrouilleurs, lors de

celles-ci, reste nébuleux [299-301].

Une caractéristique importante des monocytes inflammatoires chez la souris est qu’ils
nécessitent la présence du récepteur CCR2 (récepteur liant la chimiokine pro-inflammatoire
CCL2), afin de sortir de la moelle osseuse et d’entrer en circulation sanguine. Ainsi, en absence
du CCR2, les monocytes inflammatoires sont trappés dans la moelle osseuse [302]. De plus,
leur migration vers les tissus infectés ou endommagés dépend de la chimiokine CCL2 [303].
Quant a eux, les monocytes patrouilleurs nécessitent le facteur de transcription nucléaire
Nr4a1 pour assurer leur différenciation et leur survie [304]. Cependant, il semble que ces deux
sous-populations ne sont pas si différentes 'une de l'autre, en ce qui a trait a leur origine. En
effet, les monocytes inflammatoires, dont la demi-vie est estimée a 2 jours, seraient en fait les
précurseurs des monocytes patrouilleurs dotés d’'une demi-vie plus longue de 11 jours [305].
Autrement dit, pour allonger leur durée de vie, les monocytes inflammatoires seraient capables
de se différencier en monocytes patrouilleurs, une fois I'inflammation terminée, de telle sorte
de disposer d’'un nombre suffisant de monocytes patrouilleurs pour surveiller avec efficacité
lintégrité de I'organisme [293, 305]. Ainsi, les monocytes sont des cellules beaucoup plus

complexes que ce qui a été suggéré dans le passé.

2.1.2. Les macrophages
Tout comme les monocytes, les macrophages contribuent a la fois & 'homéostasie et a
I'évolution des maladies [306]. Il s’agit de larges phagocytes professionnels dotés d’'une durée
de vie de plusieurs mois, dont I'une des fonctions principales est d’éliminer les débris cellulaires
et corps étrangers présents. Pour ce faire, ils sont distribués dans les tissus a travers le corps,
afin de surveiller les invasions microbiennes ou l'accumulation de particules étrangéres.
Chaque tissu posséde sa propre population spécifique de macrophages dérivée du
développement embryonnaire. Bien que des études antérieures aient suggéré que ces
populations sont renouvelées grace aux monocytes, des études plus récentes indiquent qu'ils
seraient capables de se régénérer, de sorte a maintenir leur population en conditions
homéostatiques [306]. Par contre, lors d’infections ou suite a une blessure, les monocytes

sortent de la circulation sanguine par diapédése, afin de se rendre au niveau des tissus
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infectés, dans lesquels ils se différencient en macrophages [307]. Ces derniers ingérent alors
les pathogénes et/ou déchets cellulaires qui se retrouvent piégés dans leur phagosome. De
plus, ils sont capables de récupérer des peptides digérés, afin d’effectuer la présentation

antigénique nécessaire au déclenchement de la réponse adaptative [288].

Les macrophages interviennent également dans la réponse inflammatoire en sécrétant des
médiateurs pro-inflammatoires nécessaires non seulement au recrutement d’autres leucocytes
au site dinfection, mais aussi a l'activation des cellules [293]. Une fois activés, ces
macrophages adoptent des phénotypes contexte-dépendant qui vont soit promouvoir ou
inhiber la défense immunitaire et les réponses inflammatoires de I'héte [307]. C’est pour cette
raison que les macrophages ne sont pas divisés en sous-populations stables et discretes, mais
plutét en plusieurs phénotypes activés. En effet, il a été démontré qu’ils seraient en mesure de
changer d'un phénotype fonctionnel a un autre en réponse a des signaux du
microenvironnement [308]. On peut néanmoins différencier deux groupes principaux de
macrophages deésignés M1 et M2. Les macrophages actives de maniere classique ou
M1 (inflammatoires) sont activés par les PAMPs ou I'lFN-y et ils ont des fonctions pro-
inflammatoires, bactéricides et phagocytaires [307]. Au contraire, les macrophages M2 (anti-
inflammatoires), aussi appelés macrophages activés alternativement, sont stimulés par I'lL-4
ou I'lL-13 et sont impliqués dans des processus constructifs tels que la réparation des tissus
[307]. lls permettent de maintenir les tissus en bonne santé en éliminant les cellules mortes et
les matériaux toxiques [307]. De plus, ils seraient aussi impliqués dans l'atténuation de la
réponse inflammatoire excessive en sécrétant la cytokine anti-inflammatoire IL-10, afin de
protéger l'intégrité des tissus et d’assurer le retour homéostatique a la suite d’une infection ou
d’'une blessure [288, 307]. Ainsi, les macrophages sont parmi les principaux effecteurs
cellulaires de I'immunité innée et sont impliqués a la fois dans les processus pro- et anti-
inflammatoires. Ils assurent également I'homéostasie des tissus, supportent leur

développement et réparent les dommages présents [288].

2.1.3. Les cellules dendritiques
Décrites pour la premiére fois au début des années 1970, les DCs sont caractérisées par une
morphologie étoilée ou dendritique [309]. Les DCs sont dérivées de la moelle osseuse et
retrouvées dans tous les tissus lymphoides et la plupart des tissus non-lymphoides [310]. Bien

qu’originellement considérées comme un groupe de cellules homogeénes, les DCs peuvent étre
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classées en différentes sous-populations, selon leur stade de différenciation, leur phénotype
et leurs fonctions [311]. Autrement dit, les DCs sont plutdt définies par leurs propriétés
fonctionnelles et par une combinaison de marqueurs cellulaires, dont une forte expression du
CD11c et du CMH-II [310]. Ainsi, quatre principaux sous-types ont été décrits chez la souris :
(1) les DCs conventionnelles, qui prédominent a I'état d’équilibre et sont spécialisées dans
'apprétement et la présentation antigénique aux lymphocytes T CD4*; (2) les DCs
plasmacytoides qui sont responsables de la sécrétion d'importantes quantités d’IFN de type |;
(3) les cellules de Langerhans qui résident dans la peau et migrent aux nceuds lymphatiques
pour présenter I'antigéne et (4) les DCs dérivées des monocytes qui sont induites en réponse
a l'inflammation et pourraient potentiellement constituer un réservoir de cellules présentatrices

d’antigénes (APC) utiles en situation d’'urgence [312].

Tout comme les autres phagocytes, les DCs participent activement a une multitude de
fonctions immunologiques, afin d’assurer ’homéostasie de I'organisme. En effet, en conditions
stables, les DCs immatures circulent librement dans le corps. Elles migrent ensuite vers les
tissus pour échantillonner I'environnement a la recherche d’antigénes étrangers [311]. En
absence d’inflammation ou de pathogéne, les DCs présentent de grandes capacités
phagocytaires et expriment de faibles niveaux de CMH-II et des molécules de co-stimulation
(CD80, CD86 et CD40). En revanche, suite a la reconnaissance d’un signal de danger, les DCs
subissent plusieurs changements physiologiques, afin d’effectuer leur fonction principale
d’APC [313]. En effet, tout comme les macrophages, les DCs sont capables de phagocyter,
mais plutot que d’effectuer une destruction compléte, elles ne dégradent les protéines que de
maniére partielle, afin de préserver des courtes séquences peptidiques [313]. Ces derniéres
sont ensuite présentées sur les molécules du CMH-II a la surface des cellules. Durant ce
processus de maturation, les DCs produisent aussi une grande quantité de médiateurs
inflammatoires qui vont permettre la différenciation et la polarisation des lymphocytes T CD4*
[311]. Ainsi les DCs jouent un réle important dans la défense de I'’hbte face aux pathogénes et
elles sont le lien critique entre la réponse innée et la réponse adaptative [314]. Finalement,
étant des cellules de I'immunité innée, les DCs sont une source importante de médiateurs pro-

inflammatoires impliqués dans le déclenchement et le maintien de I'inflammation [293].

51



2.1.4. Les neutrophiles
Contrairement aux autres cellules présentées ci-dessus, non seulement les neutrophiles ne
sont pas des APCs professionnelles, mais ils appartiennent plutét a la famille des leucocytes
polymorphonucléés. En effet, ces cellules sont caractérisées par un noyau divisé en plusieurs
lobes et par la présence de différentes classes de granules intracytoplasmiques porteuses
d’enzymes et autres agents potentiellement toxiques impliqués dans la défense de I'héte [315].
Chez la souris, les neutrophiles matures expriment fortement les récepteurs CD11b et Ly6G a
leur surface [316]. Les neutrophiles proviennent des cellules hématopoiétiques de la moelle
osseuse différenciées en présence du facteur de croissance «granulocyte colony-stimulating
factor » (G-CSF), puis se rendent, une fois matures, dans la circulation sanguine, dans laquelle
ils participent a la surveillance contre tout corps étranger ou signe d’une réponse inflammatoire
[315]. En présence d'une infection, les cellules endothéliales présentes au niveau du site
produisent des molécules d’adhésion permettant le roulement des neutrophiles le long de
I'endothélium. Les neutrophiles peuvent ensuite se fixer a ces cellules, afin de les traverser, ce

qui leur permet d’effectuer la diapédéese et de pénétrer a l'intérieur des tissus infectés [317].

Comme avec les autres phagocytes professionnels, des études récentes ont démontré que les
neutrophiles sont une population hétérogéne. Les deux sous-types principaux se distinguent
par leur densité lors de l'utilisation de gradients de Ficoll-Paque. Bien que la population
classique soit lourde (neutrophiles de forte densité), une certaine proportion d’entre eux sont
plus légers (neutrophiles de faible densité) [318]. Toutefois, les fonctions différentielles de ces
deux sous-types, qui pourraient représenter des stades de maturation différents [318], sont peu

connues a ce jour.

Les neutrophiles sont attirés par chimiotaxie au niveau du site d’infection par plusieurs
chimiokines de type ELR* CXC, telles que le CXCL1 et le CXCL2 (qui partagent le méme
récepteur, CXCR2) et le CXCLS8, principale chimiokine pour les neutrophiles [317]. Une fois en
présence des agents infectieux, les neutrophiles ont recours a une panoplie de fonctions
différentes pour se débarrasser des pathogénes. La plus commune est la phagocytose : les
neutrophiles ingérent les débris ou pathogénes et les détruisent via I'action de protéases ou de
produits antimicrobiens [319]. La phagocytose est grandement facilitée par I'opsonisation,
qu’elle soit réalisée par le complément ou par les Igs [319]. Une fois le pathogéne détruit, les

neutrophiles subissent I'apoptose avant d’étre éliminés par les macrophages. Ce mécanisme
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programmé de mort cellulaire permet d’éviter une présence trop longue de ces cellules dans
I'organisme. En effet, les neutrophiles sont dotés d’une durée de vie de quelques heures en
circulation en raison des produits antimicrobiens qu’ils transportent a l'intérieur de leurs
granules [317]. Toutefois, il a été suggeré que les neutrophiles peuvent avoir une durée de vie
tissulaire plus longue afin de favoriser leurs fonctions immunologiques de phagocytose et de
killing [320]

En plus de leur fonction de phagocytose, les neutrophiles sont capables de produire des
dérivés réactifs a l'oxygéne, dont I'oxyde nitrique, I'anion superoxyde et le peroxyde
d’hydrogéne, dans le but d’éliminer les microorganismes a l'intérieur et a I'extérieur de la cellule
[317]. Lors d’'un processus appelé dégranulation, ils libérent également le contenu de leurs
granules [317]. Enfin, les neutrophiles sont capables de libérer des « neutrophil extracellular
traps » (NET) constitués de fibres composées de chromatines et de sérine protéases qui
attrapent et tuent les microorganismes extracellulaires [315]. En plus de leurs propriétés
antimicrobiennes, ces pieéges peuvent également servir de barriéres physiques pour empécher
la dispersion des pathogénes [321]. En tant qu’un des premiers types cellulaires présents au
niveau du site d’infection, les neutrophiles participent également a la mise en place de la
réponse inflammatoire en produisant plusieurs médiateurs, dont I'lL-1pB, I'lL-6, IL-12, I'IL-18, le
CCL2, le CCL3, le CXCL1, le CXCL2, le CXCLS8 et le G-CSF, entre autres [317, 319, 322].
Ainsi, les neutrophiles sont des effecteurs cellulaires clés de la réponse immunitaire innée
[315], puisqu’ils possédent un arsenal de mécanismes antimicrobiens, dont le but ultime est

d’éliminer tout pathogéne présent dans 'organisme.

2.2, Le systéme du complément

Le systeme du complément est destiné a maintenir I'noméostasie, a reconnaitre et a éliminer
les cellules endommagées ou modifiées ainsi que les pathogenes. Il est composé de 30 a 50
protéines qui circulent dans le plasma ou qui sont présentes a la surface de cellules. De fagon
générale, les composants sont groupés en précurseurs inactifs, en effecteurs suite a leur
activation, en régulateurs et en inhibiteurs [323]. L'activation du complément provoque une
boucle d'amplification permettant la formation de peptides qui améliorent les fonctions
effectrices du complément. Les molécules régulatrices veillent a ce que la cascade soit
correctement activée et contrélée et que les actions des peptides effecteurs se produisent au

bon moment et au bon emplacement [324]. Ainsi, le complément est activé via trois voies
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principales : (1) la voie alternative, initiée par contact avec la surface des microorganismes; (2)
la voie classique, induite par des Ig liées a I'antigéne et (3) la voie des lectines, induite par des

structures d'hydrates de carbone spécifiques [323].

2.3. Les récepteurs et les voies de signalisation associées

Afin de répondre rapidement a la présence d’un microorganisme ou a un dommage cellulaire,
les cellules immunitaires présentent a la surface de leurs membranes cellulaires et dans leurs
compartiments cytoplasmiques plusieurs familles de PRRs impliquées dans la reconnaissance
des PAMPs et responsables de [l'initiation des processus inflammatoires [13]. A ce jour,
plusieurs familles de récepteurs PRRs ont été décrites [325]. Les TLRs et les « NOD-like
receptors » (NLRs) seront discutés dans le cadre de cette thése comme ils sont importants

pour la reconnaissance bactérienne et qu’ils ont été les mieux étudiés a ce jour.

2.3.1. Les « Toll-like receptors » (TLRs)

Les TLRs sont la famille de PRRs la plus étudiée a ce jour [326, 327]. Structurellement, ce sont
des protéines transmembranaires de type | caractérisées par trois types de domaines
différents : (1) un domaine extracellulaire contenant des motifs de répétitions riches en
leucines, qui est responsable de la liaison au ligand, (2) un domaine transmembranaire et (3)
un domaine intracellulaire d’homologie au récepteur cytoplasmique de signalisation
Toll/interleukine-1 (TIR) requis pour la transduction du signal en aval [326]. Une fois le PAMP
lié au TLR, le récepteur s’oligomérise afin de déclencher une cascade de signalisation
conduisant a la production de médiateurs inflammatoires, dont des cytokines et des
chimiokines [328].

A ce jour, dix et douze TLRs fonctionnels ont été identifiés chez I'humain et la souris,
respectivement [325]. Parmi ceux-ci, seuls les TLR1 a TLR9 sont conservés chez les deux
espéces. Le TLR10 murin n’est pas fonctionnel di a l'insertion d’un rétrovirus, tandis que les
TLR11, TLR12 et TLR13 ont été perdus dans le génome humain [329]. Les TLRs sont
principalement divisés en deux sous-groupes selon leur localisation cellulaire. Les TLR1,
TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 et TLR10 sont exprimés a la surface des cellules et reconnaissent
essentiellement des composants de la membrane microbienne, tels que les lipides, les
lipoprotéines et les protéines [325, 329]. De plus, I'activation de ces TLRs induit principalement

la production de cytokines et chimiokines inflammatoires. D’autre part, les TLR3, TLR7, TLRS,
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TLR9O TLR11, TLR12 et TLR13 se retrouvent au niveau des membranes des endosomes [329].
Ces TLRs reconnaissent plutét des acides nucléiques et induisent majoritairement la
production des IFNs de type | [325, 329]. Toutefois, il estimportant de mentionner que les TLRs
peuvent aussi reconnaitre certains composants endogénes de 'héte servant de signaux de

danger appelés motifs moléculaires associés aux dommages cellulaires [330].

Le tableau Il ci-dessous résume les principales molécules identifi€ées comme ligand respectif
de chaque TLR. Ces derniers sont exprimés non seulement par des cellules immunitaires, mais
aussi par d’autres types cellulaires, comme les cellules endothéliales, les cellules épithéliales
et les fibroblastes [331]. Chaque type cellulaire posséde son propre profil d’expression de
TLRs. Ainsi, le fait de disposer de plusieurs TLRs permet a I'h6te de stimuler plusieurs types
cellulaires de sorte a augmenter l'intensité de la réponse inflammatoire et a éviter une invasion

du systéme immunitaire par un agent infectieux [329].
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Tableau 2. Liste des « Toll-like receptors » chez ’lhumain et chez la souris et leurs

ligands [155, 327].

« Toll-Like Receptor »

Localisation

Ligands

TLRA1 Membrane plasmique Lipoprotéines triacylées
TLR2 Membrane plasmique AC|de§ Ilpote|’c;h0|ques
Lipoprotéines
TLR3 Membrane Poly(l:C)
endolysosomale ARN double brin
TLR4 Membrane plasmique Lipopolysaccharide
TLR5 Membrane plasmique Flagelline
TLR6 Membrane plasmique Lipoprotéines diacylées
Membrane . .
TLR7/TLR8 ARN simple brin
endolysosomale
TLRY Membrane ADN CpG
endolysosomale
TLR10 Membrane plasmique Inconnu
TLR11 Membrane Composantes des
(souris) endolysosomale bactéries uropathogénes
TLR12 Membrane |
: nconnu
(souris) endolysosomale
TLR13 Membrane |
: nconnu
(souris) endolysosomale

2.3.1.1. Signalisation par les TLRs

Suite a la reconnaissance de PAMPs, les TLRs activent différentes voies de signalisation

intracellulaire permettant d’'induire une réponse inflammatoire [325]. Ces voies de signalisation

débutent par le recrutement de différentes protéines adaptatrices présentes a l'intérieur de la

cellule, dont les plus importantes sont le MyD88 et le « TIR-domain-containing adapter-

inducing IFN-B » (TRIF) [325, 326]. Leur recrutement mene donc a l'initiation de deux voies

principales de signalisation, soit la voie MyD88-dépendante et la voie TRIF-dépendante [328].

En effet, a 'exception du TLR3, tous les TLRs nécessitent I'implication de la protéine MyD88

pour initier leur signalisation [327]. N’ayant pas recours a la protéine adaptatrice MyD88, le

TLR3 emprunte une voie de signalisation MyD88-indépendante pour déclencher la réponse
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inflammatoire, impliquant la protéine adaptatrice TRIF [155]. De plus, la signalisation TRIF-
dépendante peut également étre utilisée par le TLR4 lorsque celui-ci est endocyté, suite a
I'expression du CD14 [326]. Bien que les cascades de signalisation intracellulaires varient entre
ces deux voies, elles ménent toutes deux a la production de médiateurs pro-inflammatoires
[327]. En effet, la voie MyD88-dépendante entraine principalement la production de cytokines
et chimiokines pro-inflammatoires, tandis que la voie TRIF-dépendante induit la production des
IFNs de type | [327]. La signalisation par ces deux voies implique une multitude de protéines

adapatatrices et est schématisée a la Figure 8.

Diacylated Triacylated
Flagellin lipopeptides lipopeptides

LPS
TLR6- TLR1-
TLR5 TLR2 TLR2 TLR2 TLR4 Plasma membrane

=

e
a5 l Type | IFN

Pro-inflammatory
/ cytokine production production Nucleus %

Figure 8. La signalisation MyD88-dépendante et TRIF-dépandente des « Toll-like
receptors » (TLRs). La signalisation MyD88-dépendante débute par I'association de la
protéine adaptatrice MyD88 au domaine cytoplasmique TIR des TLRs activés. Cependant, les
TLR1/2, TLR2/6 et TLR4 ont également besoin de la protéine adaptatrice TIRAP, qui agit de
pont de liaison entre le domaine TIR de ces TLRs et la protéine MyD88. Une fois liée, MyD88
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s’associe avec « IL-1 receptor-asssociated kinase » (IRAK) 4. Le complexe MyD88/IRAK4
stimule l'autophosphorylation d’IRAK4 et le recrutement de deux autres membres de la famille,
soit IRAK1 et IRAK2. L’activation des IRAKs permet de mobiliser le déplacement de « TNF
receptor-associated factor » (TRAF) 6, avec qui elles forment un complexe qui entraine la
libération du facteur nucléaire-kB (NF-kB). Cette activation aura pour conséquence le
déclenchement de la réponse inflammatoire en favorisant la transcription des génes codant
pour les cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. Quant a la voie TRIF-dépendante, celle-
ci est utilisée par le TLR3 et le TLR4, quoique ce dernier a besoin d’'une deuxiéme protéine
adaptatrice, TRAM, qui agit de pont de liaison entre TRIF et le domaine TIR du TLR4. Une fois
le complexe formé, les protéines TRAF6 et TRAF3 s’y lient, ce qui entraine la phosphorylation
du facteur de transcription des IFN (IRF) 3 ou 7, et enclenche I'activation de plusieurs génes

inductibles codant pour les IFNs de type I. Tiré de [332]

2.3.2. Les « nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors »

Les NLRs ont été découverts peu de temps aprés les TLRs et jouent un role important dans la
surveillance au niveau du cytosol [13]. lls ont une architecture typique en trois parties, avec un
domaine de liaison nucléotidique central conservé nommeé « central nucleotide-binding domain
» [333]. Aprés la reconnaissance du ligand, la région C-terminale des protéines NLRs initie leur
activation, tandis que le domaine effecteur N-terminal, spécifiant la fonction du NLR, est moins
conservé [333]. En effet, les NLRs peuvent abriter un domaine pyrine ou un domaine de

recrutement dépendant de I'activation de la caspase, entre autres [333].

A ce jour, la famille des NLRs inclut 22 et 34 génes chez I'humain et la souris, respectivement.
Chacun de ces génes joue un réle difféerent dans la reconnaissance des pathogénes, dans
I'hnoméostasie et dans I'apoptose [334]. Les membres de la famille NLR peuvent étre divisés
en deux groupes: (1) les récepteurs NOD1 et NOD2, activant divers facteurs de
transcription/activation, tels que NF-kB, les IRFs et les MAPKSs et (2) des NLRs tels que « NLR
pyrin domain » 3 (NLRP3) et NLRP1, régulant I'assemblage d'un complexe multiprotéique
nommé l'inflammasome, ce qui conduit a I'activation de la pro-caspase-1 et a la maturation des
cytokines de la famille de I'lL-1 [333]. Plus particulierement, les récepteurs NOD1 et NOD2
reconnaissent I'acide glutamyl-méso-diaminopimélique et le muramyl dipeptide présent dans

le peptidoglycane des bactéries a Gram négatif et a Gram positif, respectivement [333].
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2.3.3. Voies des facteurs régulateurs de I'interféron

Les IRFs sont une famille de facteurs de transcription composée de neuf membres régulant
'expression des IFN de type | [335]. Toutefois, depuis les premiéres études, il a été démontré
que les IRFs sont aussi impliqués dans une panoplie de fonctions biologiques, dont le contrdle
du développement des cellules hématopoiétiques et de la réponse adaptative [335]. lls
contiennent un domaine de liaison a 'ADN conservé de moins de 120 acides aminés, qui
reconnait une séquence consensus de '’ADN appelée « IFN-stimulated response element »
[335]. En plus d’étre constitutivement exprimés, certains IRFs peuvent aussi étre induits, afin
d’'amplifier leur effet. C’est notamment le cas de I'IRF1 (induit par I'lFN-y), 'IRF5 (induit par les
IFNs de type | et par I'activation de TLRs) et 'IRF7 (induit par les IFNs de type 1) [335].

Tel que mentionné précédemment, les IRFs sont activés par différentes voies de signalisation.
L’activation de la voie TRIF-dépendante méne a la phosphorylation, la dimérisation, puis la
translocation de I'IRF3, tandis que la voie MyD88-dépendente active les IRF1, IRF5 et IRF7
[335]. Ces quatre IRFs sont des régulateurs positifs de la transcription des génes codant pour
les IFNs de type | [335]. Par contre, il est important de noter que leur distribution varie d’'un
type cellulaire a l'autre et entre les tissus [336]. En effet, les macrophages expriment surtout
I'IRF3, tandis que les DCs expriment plutot les IRF1, IRF5 et IRF7 [337].

Traditionnellement associés aux infections virales en raison du réle que jouent les IFNs de type
| dans le contréle de ces infections, les IRFs ont été démontrés comme étant impliqués dans
diverses pathologies, dont les maladies métaboliques, cardiovasculaires et neurologiques,
entre autres [336]. Plus récemment, ils ont été rapportés comme participant dans la production
d’'IFNs de type | lors d’infections bactériennes. En effet, les IRF1 et IRF7, mais pas I'lRF3, sont
impliqués lors d’infections systémiques par GBS [338]. Au contraire, '|RF3 est important pour
la production d’IFN-B induit par GAS et S. pneumoniae pour les macrophages, tandis que ce
sont les IRF1 et IRF5 pour les DCs [16, 17]. Bien que les IRFs jouent un réle important dans
l'infection causée par des streptocoques pathogenes, aucune étude n’a évalué leur réle lors

de l'infection a S. suis.

2.4. Les médiateurs pro-inflammatoires
La réponse inflammatoire est composée de molécules produites par I'héte, dont les cytokines,

qui sont des glycoprotéines solubles de faible poids moléculaire régulant tant la réponse
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immune innée qu’adaptative [339]. Les cytokines sont produites par plusieurs types cellulaires
et ont des effets pléiotropiques, agissant sur différentes cellules cibles [339]. A faible
concentration, les cytokines ont des effets paracrines tandis qu'a des plus fortes

concentrations, elles ont des effets endocrines et agissent systémiquement [339].

2.4.1. Le facteur de nécrose tumorale

Le TNF est une cytokine de 25 kDa qui joue un rdle déterminant dans l'inflammation [340]. II
est produit par les monocytes/macrophages, les neutrophiles, les cellules gliales du cerveau,
les cellules Kupffer du foie, les mastocytes, les cellules NK et les lymphocytes B et T [341].
Les facteurs stimulant le TNF incluent le lipopolysaccharide, des composants de la paroi
bactérienne et les produits de I'activation du complément [341]. Le TNF interagit avec au moins
deux récepteurs membranaires, soit le TNF-R1 et TNF-R2, qui sont tous deux exprimés par la
plupart des types cellulaires, a I'exception des érythrocytes, en plus d’étre présents sous forme
soluble dans le plasma [341]. Le TNF-R1 est principalement responsable de I'induction de la
réponse inflammatoire via la voie de NF-kB, mais peut aussi induire I'apoptose a la suite de
son association avec les radeaux lipidiques [342]. Au contraire, le TNF-R2 est moins bien

défini et semble impliqué comme supporteur dans les fonctions médiées par le TNF-R1 [342].

2.4.2. L’interleukine-1

L’IL-1 est un médiateur central a la réponse inflammatoire et est principalement produit par les
monocytes et les macrophages activés, mais aussi par les DCs, les neutrophiles et une
panoplie d’autres types cellulaires [342]. L'IL-1 est composée de deux protéines, soit IL-1a et
IL-1B, qui sont les produits de génes distincts [342]. Leur récepteur partagé, I'lL-1R, est
exprimé a la surface de pratiguement toutes les cellules de I'héte [342]. Une des
caractéristiques uniques de I'lL-1 est qu’il existe un antagoniste naturel, I'lL-1Ra, qui est
exprimé par les monocytes et neutrophiles [342]. Comme I'lL-1a et I'lL-1B lient le méme
récepteur, il N’y a pas de différence dans leur activité biologique [342]. Par contre, I'lL-1a est
associée a la cellule et peut agir de facteur transcriptionnel, tandis que I'lL-13 est sécrétée et

joue un rble dans l'inflammation systémique [340].

Une particularité de I'lL-1p est son processus de maturation complexe [343]. En effet, sa
production nécessite deux étapes. Dans un premier temps, l'activation de PRRs, dont les

TLRs, méne a la production de la prolL-13, qui doit par la suite étre clivée, afin de pouvoir
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effectuer ses fonctions biologiques [344]. Cette deuxiéme étape implique plusieurs protéines,
dont la caspase-1 et les inflammasomes. Les inflammasomes sont des complexes
multiprotéiques composés d’'une molécule senseur spécifique a chaque inflammasome et
d’'une protéine adaptatrice commune qui lie le senseur a la caspase-1 [343]. Bien que plusieurs
inflammasomes ont été décrits, les mieux caractérisés sont NLRP3, NLRP1 et le « absent in
melanoma 2 » (AIM2) [345]. Leur assemblage suite a divers stimuli méne au clivage de la pro-

caspase-1 qui peut, par la suite, cliver la prolL-1 afin de la rendre mature [343].

2.4.3. L’interleukine-6

Plusieurs cellules peuvent sécréter I'lL-6 qui est une protéine de 26 kDa [342]. Elle est
multifonctionnelle et joue un réle central dans les mécanismes de défense de I'héte, la
régulation des réponses immunes innées et adaptatives [342, 346]. Les activités biologiques
de I'lL-6 chevauchent partiellement celles de I'lL-1p [342, 346]. De plus, I'lL-6 stimule la
synthése de protéines hépatiques, lors de la phase aigué, et agit comme un pyrogéne
endogene [342, 346]. Ainsi, I'lL-6 est décrit comme étant une alarmine qui est relachée lors de

dommages tissulaires, afin de protéger I'héte contre les réactions inflammatoires [342, 346].

2.4.3. L’interleukine-12
L’IL-12 est un hétérodimére codé par deux génes différents, soit I'lL-12A (p35) et I'IL-12B (p40).
A la suite de la synthése protéique, I'hétérodimére actif p70 et un homodimére de p40 sont
formés. Au contraire des autres cytokines décrites dans cette section, la production d’IL-12
n’est limitée qu'a quelques types cellulaires, dont les DCs et les macrophages [347]. Cette
interleukine est un lien important entre 'immunité innée et I'immunité adaptative, puisqu’elle
est un facteur stimulant la différenciation et la polarisation des lymphocytes T CD4* [347]. De
plus, elle stimule la production d’IFN-y et de TNF par les cellules NK et les lymphocytes T et

promeut I'activité cytotoxique des cellules NK et des lymphocytes T cytotoxiques CD8* [347].

2.4.4. Les interférons de type |

2.4.4.1. Caractéristiques générales

Les IFNs de type | sont une famille de cytokines ayant plusieurs fonctions, dont la modulation
de la réponse immunitaire innée [348]. Cette famille est composée de plusieurs membres,
parmi lesquels les deux membres les mieux décrits et les plus exprimés sont I'IFN-a, qui

comporte 16 isoformes, et I'lFN-f3, qui sont ensembles communément appelés IFN-a/p [349].
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Bien que grandement décrits pour leurs réles lors d’infections virales, les IFNs de type | ont
plus récemment été décrits comme participant dans la réponse immunitaire face aux bactéries
intracellulaires et, de maniére plus surprenante, aux bactéries extracellulaires [349]. Ainsi, la
conséquence de la production des IFNs de type | lors d’infections est hautement dépendante

du contexte de celles-ci.

Méme si la plupart des types cellulaires peuvent produire de I'lFN-3, la production d’IFN-a est
beaucoup plus restreinte, étant donné qu’elle est limitée aux cellules hématopoiétiques et aux
DCs plasmacytoides [348]. Leur production est la conséquence d’'une activation des PRRs,
dont les TLRs et NLRs, et plus particulierement par les PRRs retrouvés dans la membrane des
endosomes et dans le cytosol [348]. Tel que mentionné précédemment, la reconnaissance de
motifs microbiens par les PRRs peut mener a I'activation des IRFs et leur translocation au
noyau ou ils vont participer dans la transcription des IFNs de type | [335]. Une fois produit, les
IFN-a/B vont lier leur récepteur commun appelé IFNAR. Ce récepteur se retrouve a la surface
de plusieurs types cellulaires différents et est composé de deux chaines (IFNAR1 et IFNAR2)
[348]. La liaison des IFN-a/f a IFNAR enclenche une cascade de signalisation débutant par
I'activation de la kinase Janus 1 et de la tyrosine kinase 2. La phosphorylation d'IFNAR par ces
kinases méne au recrutement des protéines « signal transducer and activator of transcription
» (STAT), qui sont par la suite phosphorylées. Leur phosphorylation permet leur dimérisation
et leur translocation au noyau ou ils vont participer a la transcription d’une panoplie de génes,

dont ceux codant pour des médiateurs pro-inflammatoires [349].

2.4.4.2. Role lors des infections bactériennes

Bien que les IFNs de type | aient été étudiés dans le contexte des infections virales depuis
plusieurs années, cette section se concentrera sur leurs réles lors des infections bactériennes,
et plus précisément celles par les bactéries extracellulaires. Il est important de noter que les
IFNs de type | ont été beaucoup mieux étudiés dans le cadre des infections par les bactéries
intracellulaires, en particulier L. monocytogenes, Salmonella enterica et Mycobacterium

tuberculosis [349].
Depuis environ dix ans, il a été rapporté que des bactéries extracellulaires, dont des
streptocoques, induisent la production d'IFNs de type | par les DCs et les macrophages et que

I'IFN-a/B peut moduler la réponse de I'hbte lors de l'infection et le développement de la maladie
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clinique [349]. La reconnaissance de 'ARN, et moindrement de ’'ADN de GBS par les TLR7 et
TLR9, respectivement, méne a la production d’'IFNs de type | par les DCs [338]. Par contre,
pour GAS, bien que la signalisation dépendante de MyD88 soit nécessaire pour la production
d'IFN-B par les macrophages et les DCs, elle ne nécessite pas le TLR7 [17]. Finalement, la
production d’IFN-B induite par S. pneumoniae ne dépend ni de MyD88, ni de TRIF, nécessitant
plutét des PRRs cytosoliques, tout en étant tout de méme activée par 'ADN de la bactérie
[350]. Ainsi, méme si les streptocoques semblent tous induire la production d’IFNs de type I,
et ce majoritairement via leurs acides nucléiques, les mécanismes cellulaires impliqués

dépendent du pathogéne.

Lors des infections bactériennes in vivo, les IFNs de type | peuvent jouer un réle, tant bénéfique
que néfaste. En effet, un role bénéfique a été observé lors des infections par GAS, GBS et
S. pneumoniae [15, 17, 350]. Ceci peut s’expliquer par une croissance bactérienne non-
controlée, en raison d’'une réponse inflammatoire sous-optimale, qui est requise pour
I'élimination bactérienne dans le sang et les organes internes. Cependant, une induction forte
de la réponse des IFNs de type | est considérée comme étant un facteur clé, qui permet a
S. pneumoniae de causer une infection systémique par un mécanisme encore inconnu [351].
Ainsi, comme pour les mécanismes in vitro, le rdle que jouent les IFNs de type | lors des

infections par les streptocoques dépend de la bactérie en question.

Récemment, il a été rapporté que S. suis induit I'expression d'IFN- par les splénocytes lors
de l'infection systémique chez un modéle expérimental murin [352]. De maniére surprenante,
son expression était inverse a la virulence de la souche testée, c’est-a-dire qu’'une souche
ST25 nord-ameéricaine de virulence intermédiaire a induit une expression plus élevée d’IFN-B
gu’une souche ST1 européenne virulente, tandis que la souche ST7 responsable de I'éclosion
humaine de 2005 en Chine a induit les plus faibles niveaux [352]. Malgré cela, les sources
cellulaires, les mécanismes impliqués et son rble dans le cadre de l'infection a S. suis n'ont

jamais été étudiés.

2.4.5. L’interféron de type Il

L’'IFN-y, aussi appelé interféron de type Il, est une cytokine importante, tant pour 'immunité
innée, que pour I'immunité adaptative. Elle est principalement produite par les cellules NK et

les lymphocytes T CD4* et T CD8* [353]. L’'IFN-y promeut I'activité des cellules NK, I'activation

63



et 'augmentation de la présentation antigénique et I'activité lysosomale des macrophages, en
plus de réguler a la hausse la production de TNF et d’IL-12, entre autres. [353, 354]. De plus,
'IFN-y est la cytokine principale définissant les lymphocytes T CD4* de profil Th1 [353].

2.4.6. Les chimiokines

Les chimiokines, qui sont de petites protéines de 8 a 10 kDa, sont regroupées en deux familles
importantes, basées sur leur structure. En effet, les chimiokines C-C contiennent deux résidus
cystéines adjacents et ont la capacité d’attirer et d’activer principalement les cellules
mononucléées. Pour leur part, les chimiokines C-X-C sont caractérisées par le fait que leurs
deux premiers résidus cystéines sont séparés par un seul acide aminé, en plus d’étre

typiqguement chimiotactiques pour les neutrophiles [355].

2.4.6.1. Les chimiokines de motif C-C
2.4.6.1.1. CCL2

La chimiokine CCL2 est principalement produite par les monocytes inflammatoires, bien que
d’autres types cellulaires puissent aussi la produire [356, 357]. CCL2 est critique pour la
mobilisation des monocytes inflammatoires qui sont parmi les seules cellules a exprimer son
récepteur CCR2 [355]. De maniére similaire a I'lL-1B et a I'lL-6, CCL2 élicite le métabolisme
oxydatif, I'expression d’intégrines 2, le relachement d’enzymes lysosomales et I'induction de

la production de différentes cytokines [356, 357].

2.4.6.1.2. CCL3

CCL3 est produit par plusieurs types cellulaires, dont les monocytes/macrophages, les
mastocytes, les DCs, les fibroblastes et les lymphocytes T. Cette chimiokine est impliquée
dans l'inflammation accrue et dans le recrutement des monocytes, des lymphocytes B et T et
des cellules NK, mais aussi des neutrophiles [358, 359]. De plus, CCL3 lie le récepteur CCR5,
qu’il partage avec les chimiokines CCL4 et CCL5 [359].

2.4.6.2. Les chimiokines de motif C-X-C
2.4.6.2.1. CXCL1 et CXCL2

Les séquences d’acides aminés des chimiokines CXCL1 et CXCL2 partagent 90% d’homologie

et elles sont toutes les deux capables de lier le récepteur CXCR2 [360]. Elles sont produites
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par plusieurs types cellulaires, dont les monocytes, les macrophages, les DCs, les neutrophiles
et les lymphocytes T, et partagent le méme réle principal, soit la chimiotaxie des neutrophiles
[360].

2.4.6.2.2. CXCL8

CXCLS8 est produit par une grande variété de cellules, dont les cellules endothéliales, les
monocytes, les macrophages, les DCs et les neutrophiles, et lie les récepteurs CXCR1 et
CXCR2 [356]. Elle joue un réle important dans la chimiotaxie des neutrophiles [356]. De plus,
CXCL8 induit des changements morphologiques chez les neutrophiles et la libération
d’enzymes lysosomales par ceux-ci [356]. I promeut aussi 'adhésion des neutrophiles a
'endothélium en augmentant I'expression des intérgrines (. et en régulant la migration
transendothéliale de ces cellules [356]. Toutefois, il estimportant de noter que cette chimiokine

n’est pas produite chez la souris et qu’aucun homologue n’y a été identifié a ce jour [356].

2.5. Role de la réponse immunitaire innée lors de I'infection a Streptococcus suis
Au cours des années, le role des différentes cellules de I'immunité innée dans les interactions
entre S. suis et son hote a été décrit in vitro, mais presque exclusivement pour le sérotype 2
[10]. Toutefois, aucune étude ne s’est penchée sur le role de ces cellules, incluant les
monocytes, les macrophages, les DCs et les neutrophiles in vivo. Ainsi, I'information disponible
sur le modéle animal est trés limitée. De plus, comme pour la plupart des pathogéne, il est
important de garder en téte que bien que l'inflammation exacerbée induite par S. suis soit
responsable de la mort de I'héte, au contraire, 'absence d’inflammation permet a la bactérie

de se répliquer de maniére non-contrdlée, causant ainsi des dommages directs aux organes.

2.5.1. Role des monocytes

Bien que les monocytes soient un composant essentiel des leucocytes sanguins et qu’ils
infiltrent les tissus lors d’infections bactériennes, trés peu d’études se sont attardées a leurs
réles lors de I'infection a S. suis. En fait, la plupart des études ayant utilisé des monocytes ont
été réalisées afin de pouvoir les différencier par la suite, que ce soit en macrophages a I'aide
de 'IFN-y [100, 148] ou en DCs a I'aide du facteur de croissance « granulocyte-macrophage
colony-stimualting factor » (GM-CSF) et d’IL-4 [361]. Toutefois, il a été démontré que la lignée
de monocytes humains THP-1 sécréte d’importantes quantités de TNF, de CCL2 et de CXCLS,

a la suite de l'infection par une souche ST1 de S. suis sérotype 2 [100]. De plus, S. suis induit
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I'expression d’IL-12p40, d’IL-23p19, de CCL5 et de CCL20 par des monocytes porcins isolés
du sang périphérique [361]. Comme ces monocytes ont été isolés a l'aide d’'une sélection
positive ciblant le CD14, ils correspondent a la sous-population de monocytes classiques [361].
Finalement, bien que les monocytes porcins isolés du sang possédent une certaine capacité a
phagocyter S. suis, cette fonction est moindre que celle des DCs dérivées de monocytes et
que celle des neutrophiles porcins [90, 91, 361]. Toutefois, la présence de la CPS interfére
dans linternalisation de S. suis par les monocytes porcins [91]. Ainsi, il y a un manque
d’'information important concernant le role et les fonctions des monocytes lors de I'infection a

S. suis.

2.5.2. Role des macrophages
S. suis utilise plusieurs stratégies afin de déjouer les macrophages, qui sont les cellules
phagocytaires par excellence [10]. Parmi celles-ci, la CPS joue un réle central. En effet, la
présence de CPS a la surface de S. suis déstabilise les microdomaines lipidiques a la surface
des macrophages, inhibant ainsi la phagocytose et empéchant la reconnaissance
lactosylcéramide-dépendante de la bactérie [145]. De plus, la présence de la CPS module les
voies de signalisations intracellulaires impliquées dans la phagocytose par les macrophages
murins [98]. En plus d’inhiber la phagocytose de S. suis par les macrophages, la présence de
sa CPS peut augmenter la survie intracellulaire des bactéries dans les macrophages

péritonéaux murins et porcins [362].

Comme mentionné plus haut, une hypothése voudrait que plutdt que de participer a
I'élimination de S. suis, les macrophages pourraient, au contraire, servir de véhicules de
transport pour les bactéries extracellulaires, favorisant ainsi leur dissémination dans I'héte. En
effet, S. suis sérotype 2 adhére fortement aux macrophages murins, sans pour autant étre
ingéré par les cellules [97]. Son adhésion a la surface des cellules serait possible, au moins en
partie, par I'acide sialique de sa CPS [97]. De plus, en interagissant avec les macrophages,
S. suis induit la libération de plusieurs médiateurs inflammatoires, dont le TNF, I'lL-1pB, I'lL-6,
le CCL2 et le CXCL8 de maniére phagocytose-indépendante [99, 148]. Chez les macrophages
alvéolaires porcins, la production de médiateurs pro-inflammatoires induits par S. suis implique
le facteur de transcription NF-kB et les MAPK [363]. La libération de médiateurs pro-

inflammatoires est un mécanisme de défense utilisé par I'héte, afin de mettre en place une
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réponse inflammatoire et recruter d’autres cellules au site d’infection, dans le but d’éliminer la
bactérie [88, 364].

2.5.3. Réle des cellules dendritiques
Tout comme les macrophages, les DCs sont responsables de la phagocytose des agents
microbiens présents dans l'organisme. Toutefois, plutét que de détruire complétement les
pathogénes, elles ne dégradent leurs protéines que de fagon partielle, de telle sorte a les
présenter a leur surface cellulaire, leur permettant ainsi de jouer leur réle principal d’APC [313].
Une fois ces antigénes capturés, les DCs subissent un processus de maturation complexe
marqué par 'augmentation de I'expression du CMH-II et des molécules de co-stimulation et
par la libération de cytokines [314]. Le rdle anti-phagocytaire de la CPS de S. suis, contre les
DCs murines, porcines et humaines, a également été confirmé [139, 147, 314]. Cependant, il
a été démontré que la CPS de S. suis n’est pas suffisante pour permettre a la bactérie de
résister a 'opsonophagocytose et a I'effet bactéricide en conditions opsonisantes par les DCs
murines [139]. En effet, des modifications de la paroi cellulaire bactérienne, ainsi que la
production de suilysine, interferent dans le dép6t du complément a la surface de S. suis, limitant
par conséquent sa reconnaissance par les récepteurs du complément et son élimination par
phagocytose [139]. En revanche, une fois phagocytée par les DCs porcines ou humaines, la

survie intracellulaire de la bactérie n’est pas affectée par la présence de sa CPS [147, 314].

De plus, la présence de CPS interfére dans le processus de présentation antigénique, en
affectant I'expression du CMH-Il et des molécules de co-stimulation a la surface des DCs
murines, porcines et humaines, en plus d’affecter la production de cytokines, dont I'lL-12p70
(Annexes — Article 1) [146, 147]. Elle masque partiellement les composés de la paroi cellulaire
de S. suis reconnus par les DCs et responsables de leur activation [139]. Ainsi, en altérant
l'activation et la maturation des DCs, S. suis diminue leur processus de présentation
d’antigénes, ainsi que I'activation subséquente des lymphocytes T. Ceci pourrait expliquer la
faible activation des lymphocytes T CD4* et la faible réponse mémoire humorale observées
chez la souris et le porc [365, 366]. Il est a noter que S. suis modifie la production des ratios
des cytokines IL-10/IL-12p70 et IL-10/TNF vers un profil de réponse anti-inflammatoire [147].
De plus, l'interaction de S. suis avec les DCs entrainent la libération de divers médiateurs pro-
inflammatoires, dont le TNF, I'lL-1B, I'lL-6, I'lL-12p70, I'lL-15, IL-23p19, le CCL2, le CCL3, le
CXCL1, le CXCL9 et le CXCL10 [147, 314, 361, 367]. Autrement dit, par le biais de ces
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mécanismes, S. suis empéche la mise en place, par I'héte, d’'une réponse immunitaire
adaptative efficace et assure sa persistance [365]. Globablement, I'effet net de I'activation des

DCs par S. suis est une réponse pro-inflammatoire, qui est toutefois, sous-optimale.

2.5.4. Réle des neutrophiles
Comme pour les monocytes, le réle des neutrophiles lors de I'infection a S. suis a été peu
décrit. Un intérét pour ces cellules et leurs interactions avec S. suis a été suscité dans les
dernieres années, mais linformation disponible reste toujours limitée. Toutefois, les
neutrophiles sont les phagocytes ayant la capacité la plus élevée pour internaliser et tuer
S. suis, méme en présence de sa CPS [91]. De plus, la suilysine interfére dans la capacité des
neutrophiles a phagocyter S. suis, mais le réle de cette toxine, dans le dépbt du complément a
la surface bactérienne qui pourrait favoriser I'opsonophagocytose, reste controversé [90, 91].
Il a aussi été rapporté que la suilysine est toxique pour les neutrophiles et induit leur mort [90].
Finalement, S. suis produit une DNase (SsnA) qui contribue a la dégradation des NETs et a
'évasion immunitaire [368, 369]. De maniére surprenante, malgré l'importance des
neutrophiles dans les infections bactériennes, aucune étude n’a évalué la capacité des

neutrophiles a produire des médiateurs pro-inflammatoires lors de l'infection par S. suis.

2.5.5. Role des « Toll-like receptors »
Puisque les TLRs sont la famille de PRRs la mieux étudiée et qu’ils sont exprimés sur toutes
les cellules de I'héte, plusieurs études se sont intéressées a leurs rdles dans la reconnaissance
de S. suis et le déclenchement de la réponse inflammatoire [10]. L’'implication de la voie des
TLRs a été évaluée via I'utilisation de cellules déficientes pour la protéine adaptatrice MyD88.
Comme mentionné précédemment, cette protéine est utilisée par tous les TLRs, a I'exception
du TLR3, pour déclencher la cascade de signalisation et linduction des médiateurs
inflammatoires [329]. En son absence, la production de médiateurs pro-inflammatoires par les
macrophages et les DCs murins est pratiquement abrogée a la suite de l'infection par S. suis
sérotype 2 [148, 367]. De plus, S. suis module sa reconnaissance par les TLRs par I'entremise
de sa CPS. En effet, en absence de celle-ci, S. suis n’est plus en mesure de masquer les
composants de sa paroi cellulaire qui interagissent, de ce fait, avec différents TLRs pour
induire la production de médiateurs pro-inflammatoires [148]. Cependant, la CPS des
sérotypes 2 et 14 contribue également a la production des chimiokines CCL2 et CCL3 par les

macrophages et les DCs murins de facon MyD88-indépendante pour CCL2 et TLR2- et
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MyD88-dépendante pour CCL3 [37, 148]. Autrement dit, hormis les TLRs, d’autres familles de
récepteurs pourraient étre impliquées dans la reconnaissance de S. suis [370]. Néanmoins,
les TLRs restent la famille de PRRs la plus probablement impliquée dans la reconnaissance

de cette bactérie.

S. suis dispose d’'un arsenal de composés non seulement exposés a sa surface, mais
également sécrétés, qui peuvent interagir avec les TLRs extracellulaires des cellules de I'hbte.
Parmi ces composés sécrétés, il a été proposé que la suilysine peut étre reconnue par le TLR4
[331]. En effet, la suilysine de S. suis induit une forte libération de TNF par des macrophages

murins et humains [331].

Cependant, la majorité des études indique que le TLR2 serait le récepteur principal impliqué
dans la reconnaissance de S. suis [370]. En effet, la stimulation de monocytes humains par
S. suis entraine une régulation a la hausse de I'expression du TLR2 et non du TLR4 [148]. De
méme, la production de TNF, de I'lL-1B, de I'lL-6, de CCL2 et de CXCLS8 est réduite lorsque
les monocytes sont préalablement traités avec des anticorps monoclonaux neutralisants
dirigés contre le TLR2, mais pas contre le TLR4 [148]. Enfin, des macrophages et DCs murins
déficients pour le TLR2 induisent moins de médiateurs pro-inflammatoires en réponse a S.
suis [148, 367]. Malgré ces études ciblées sur le TLR2, il est important de mentionner que
celui-ci ne peut initier les cascades de signalisation et la production de médiateur inflammatoire
sans former un hétérodimére, que ce soit avec le TLR1 ou le TLR6 [105]. Il s’agit également
d’un récepteur versatile en raison de sa capacité a reconnaitre une variété de composantes
microbiennes, tel que mentionné précédemment. Cependant, il semble de plus en plus
probable que les lipoprotéines soient le ligand privilégié du TLR2 et que les différences subtiles
entre les formes triacylées et diacylées de celles-ci soient distinguées par la dimérisation du
TLR2 avec soitle TLR1 ou le TLRG, respectivement [105]. En effet, les lipoprotéines de S. suis,
qui sont retrouvées sous forme diacylées, activent le TLR2/6, mais pas le TLR1/2 [105]. La
régulation a la hausse de I'expression des TLR2 et TLR6 par les DCs porcines, aprés
stimulation avec S. suis, soutient davantage I'implication unique du complexe TLR2/6 dans la
reconnaissance du pathogene [314]. De méme, le blocage par anticorps du TLR6 entraine
une diminution de la production du TNF par les cellules mononuclées du sang périphérique
[371].
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Bien que le TLR2 en association avec le TLR6 joue un réle important dans la réponse
inflammatoire causée par S. suis, la réduction importante, mais non compléte de la production
de médiateurs inflammatoires, suggére I'implication d’autres TLRs MyD88-dépendant dans sa
reconnaissance [148]. Etant un pathogéne extracellulaire, la reconnaissance des TLRs
endosomaux, lors de l'infection a S. suis, a été trés peu étudiée. Plus récemment, il a été
démontré que I'ADN de S. suis stimule la libération d’'IL-6 et de TNF par les cellules
mononuclées du sang périphérique de maniére dose-dépendante, et ce via le TLR9 [371]. De
plus, lors de l'activation par S. suis de DCs murines déficientes a la fois pour le TLRO et le
TLR2, une différence significative de I'expression de I'lL-12p70 et de CXCL10 a été observée.
Ces résultats suggérent que le TLR9 pourrait agir en coopération avec le TLR2 ou de maniére
redondante dans I'activation des DCs par S. suis [367].

Toutefois, il est important de noter que le réle des TLRs lors de l'infection a S. suis n'a été que
trés peu étudié in vivo. En effet, il n’'y a qu’une seule étude portant sur le réle du TLR2, et ce
lors de l'infection systémique par S. suis sérotype 2 [370]. Il a été démontré que le TLR2
participe a I'exacerbation de la réponse inflammatoire induite par une souche ST1 virulente
(européenne), mais pas par la souche ST7 hautement virulente et responsable de I'éclosion
humaine de 2005 en Chine [370]. Ainsi, d’autres études seront nécessaires afin de mieux

comprendre le réle de la voie des TLRs lors de l'infection a S. suis.

2.5.6. Réle des « nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors »
Si I'information du role des TLRs lors de l'infection a S. suis est limitée, celle du réle des NLRs
est pratiguement inexistante. En effet, une seule étude a évalué le role des NLRs, et plus
principalement celui de NOD2, dans le cadre de l'infection a S. suis sérotype 2. Les résultats
ont démontré que NOD2 est partiellement impliqué dans la production d’IL-23p19 et de CXCLA1
par les DCs murines [367]. Toutefois, la production d’lIL-23-p19 NOD2-dépendante est
indépendante du TLR2, et ce malgré le fait que le TLR2 est également impliqué dans la
production d’IL-23p19 par les DCs. Ceci suggére donc un réle non-redondant de ces deux

récepteurs dans la production de cette cytokine [367].
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3. Le systeme nerveux central et son immunité innée

Historiquement, le SNC a été considéré comme étant un site immunoprivilégié, en raison de
'absence relative de drainage lymphatique, du nombre limité de phagocytes et des APCs et
des barriéres qui le séparent du sang [372]. Entre autres, celui-ci est entouré de plusieurs
couches de tissus protecteurs appelées les méninges. Malgré cela, le SNC posséde son
propre systéme immunitaire inné qui s’active en réponse a des défis immuns cérébraux et
systémiques [372]. D’'une part, I'activation du systeme immunitaire inné et la production de
médiateurs pro-inflammatoires contrélent I'infection et favorisent la réparation du SNC. D’autre
part, ils peuvent aussi causer des pathologies, dont la méningite [372]. Comme les tissus
périphériques, le SNC contient des phagocytes mononucléés, dans ce cas dérivés de
précurseurs embryonnaires du sac vitellin capables de s’auto-renouveler, dont la microglie du
parenchyme et les macrophages périvasculaires, des méninges et du plexus choroidien [372].
De plus, les astrocytes, qui constituent la plus grande population de cellules gliales (cellules
formant I'environnement des neurones) du SNC, sont une composante importante de

'immunité innée du SNC [25].

3.1. Les méninges et la membrane gliale limitante superficielle

Les méninges regroupent les trois couches de tissus enveloppant le SNC et le protégeant de
dommages physiologiques dus aux traumatismes créniens [373]. Elles sont constituées des
pachyméninges correspondant a la dure-mére et des leptoméninges, soient la membrane
arachnoidienne et la pie-mére sous-jacente (Figure 9) [374]. La dure-mere est composée
d’'une épaisse couche de fibres de collagéne et couvre l'intérieur du crane, tandis que les
leptoméninges sont deux minces couches de cellules interconnectées par des trabécules [374].
La membrane arachnoidienne forme une couche translucide et imperméable qui contient
I'espace sous-arachnoidien (SAS), dans lequel se retrouve le LCR [374]. Quant a elle, la pie-
mére recouvre directement la surface du cerveau et la membrane gliale limitante superficielle
se retrouve directement en dessous. La membrane gliale limitante superficielle est la premiére
couche du cerveau et est composée des pieds astrocytaires associés a la lame basale du
parenchyme entourant le cerveau [374]. Ainsi, elle est la couche externe du tissu nerveux et
prévient la migration des neurones et des cellules gliales vers les méninges. De plus, elle
régule le mouvement des petites molécules et des cellules dans le parenchyme du cerveau
[374].
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Figure 9. Les barriéres a la surface du systéme nerveux central. La dure-mére contient
des artéres (MA), de veines (MV) et plusieurs vaisseaux lymphatiques (ML). Directement en
dessous de la dure-mére se retrouve la membrane arachnoidienne qui forme I'extérieur de la
barriére hémato-liquide céphalorachidien de I'espace sous-arachnoide (SAS). Le SAS contient
le liquide céphalorachidien (LCR) et est traversé par des trabécules joignant la pie-mere.
Finalement, la membrane gliale limitante superficielle forme une barriére a la surface du
parenchyme et autour des vaisseaux sanguins [23].

Outre un rdle protecteur, les méninges participent activement a 'homéostasie du SNC en
modulant les fonctions corticales et celles des cellules souches, entre autres. De plus, elles
sont une source importante de plusieurs facteurs trophiques, dont le facteur de croissance des

fibroblastes, le facteur de croissance de type insuline, I'acide rétinoique et le CXCL12 [374].

Comme les leptoméninges sont la porte qu’utilisent les pathogénes se retrouvant dans le LCR
pour entrer dans le cerveau, elles sont impliquées dans la réponse inflammatoire locale [24].
En fait, la méningite bactérienne se caractérise par une inflammation suppurative de la
membrane arachnoidienne et de la pie-mére [375]. Ces cellules expriment plusieurs PRRs,
dont le TLR2 et le TLR4, et produisent des niveaux élevés d’IL-6, de GM-CSF, de CCL2, de
CCL5 et de CXCLS8 a la suite de l'infection par Neisseria meningitidis et d’'IL-13, d’IL-15 et de
CXCL2 a la suite de linfection par S. pneumoniae, mais pas de CXCL8 [299, 376, 377]. De
plus, N. meningitidis, Escherichia coli K1, S. pneumoniae et Haemophilus influenzae type b
adherent tous aux leptoméninges, mais seul E. coli peut les envahir [378]. Toutefois, bien
qu’'une importante inflammation suppurative des leptoméninges soit observée lors de la

méningite causée par S. suis, leur réle reste inconnu.
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3.2. Les cellules de 'immunité innée

3.2.1. La microglie

Le terme microglie fait référence aux macrophages retrouvés a travers le parenchyme du SNC.
Bien que la microglie partage beaucoup de caractéristiques en commun avec les macrophages
retrouvés dans le compartiment systémique, les cellules microgliales ne proviennent pas des
cellules hématopoiétiques de la moelle osseuse, mais plutdét des cellules précurseurs
embryonnaires du sac vitellin [379]. De plus, contrairement a ce qui avait été suggéré dans le
passé, les cellules de la microglie ont une trés longue durée de vie et s’autorenouvellent, ne
nécessitant pas I'apport de monocytes sanguins [379]. Leur développement et leur maintien
dépendent de I'activation continuelle du récepteur CD115 (récepteur du « macrophage colony-
stimulating factor ») [380]. En soit, la microglie compte pour 10% des cellules du SNC et est

présente dans toutes les régions de la matiére blanche et grise [380].

Une des caractéristiques importantes de la microglie est son activation rapide lors d’infection
ou d’atteintes physiques au SNC. En effet, I'activation de la microglie précede celle des autres
types cellulaires du SNC [25]. Dans leur état non-activé, les cellules de la microglie ont une
morphologie dite ramifiée typique [25]. Tout comme pour les macrophages systémiques, la
microglie exprime de maniére constitutive le CMH-II a sa surface, en plus du récepteur CD11b
[380]. Les cellules microgliales ramifiées ont la capacité de changer dramatiquement leur
morphologie en réponse a différents stimuli externes, dont la présence microbienne. Alors,
elles rétractent leurs ramifications afin d’acquérir une forme ronde appelée amiboide [25]. De
plus, elles régulent rapidement a la hausse un grand nombre de récepteurs et sécrétent

plusieurs médiateurs impliqués dans la défense du SNC, mais aussi dans son dommage [381].

Les cellules de la microglie expriment plusieurs PRRs, dont un grand éventail de TLRs, incluant
les TLR1 a TLR9, avec une expression plus faible du TLR9 [25]. Lorsqu’activées via les TLRs,
elles peuvent produire une panoplie de médiateurs pro-inflammatoires, dont le TNF, I'lL-1, IL-6,
IL-12 et I'lL-18, en plus de plusieurs chimiokines telles CCL2, CCL3, CCL5, CXCL1 et CXCL2,
et des espéces réactives de I'oxygéne [382]. De plus cette activation méne a I'expression de
molécules de co-stimulation et du CMH-II, ce qui les rendent fonctionnellement capables de

présenter des antigénes aux lymphocytes T CD4* [383].
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Les cellules de la microglie expriment aussi NOD2, qui une fois activé par N. meningitidis et
par Borrelia burgdorgeri méne a I'activation de la « receptor-interacting protein kinase 2 »
(RIP2) et a la production d’'une réponse inflammatoire [384]. L’activation de NOD2 dans les
cellules microgliales participe aussi a I'astrogliose (augmentation du nombre d’astrocytes suite

a leur multiplication) et a la démyélination induites par ces deux pathogénes bactériens [385].

3.2.2. Les astrocytes

Les astrocytes sont I'autre population importante de cellules gliales dans le SNC. En effet, les
astrocytes couvrent environ 10% du cortex. Ces cellules portent bien leur nom, ayant une
morphologie en forme d’étoile [386]. Bien que les astrocytes aient été considérés comme jouant
des roles structurels, de support et dans I'approvisionnement de nutriments au tissu nerveux,
ils sont responsables d’équilibrer les niveaux de potassium dans le SNC et d’effectuer
I'ajustement de I'équilibre aqueux, entre autres [25]. Ces cellules sont une source remarquable
de substances neuroactives, dont des facteurs de croissance et des neurostéroides, aussi
appelés stéroides neuoactifs (stéroides altérant rapidement I'excitabilité des neurones) qui
peuvent influencer le développement et la survie neuronale [387]. Plus récemment, les
astrocytes ont été démontrés comme des contributeurs importants de la réponse inflammatoire
du SNC lors d’infections ou de dommages tissulaires [388]. En effet, leur production de TNF et
d’'IL-1B augmente radicalement lors d’états neuropathologiques et contribue a la dégradation

de la BBB et au recrutement de leucocytes périphériques [388].

De maniére similaire a la microglie, les astrocytes expriment certains TLRs, dont les TLR2 a
TLR5 et TLR9 [389]. De plus, ils expriment NOD2, qui tout comme pour la microglie, méne a
la production d’une réponse inflammatoire a la suite de l'infection par N. meningitidis et par
B. burgdorgeri [384]. L’activation des TLRs ou NLRs des astrocytes participe a la production
de plusieurs médiateurs pro-inflammatoires, dont I'lL-1j3, I'lL-6, le CCL2 et le CXCL1 [25].

3.2.3. Les macrophages périvasculaires, des méninges et du plexus
choroidien
Les macrophages périvasculaires, des méninges et du plexus choroidien sont, au contraire de
la microglie, les macrophages des tissus non-parenchymaux [390]. Les macrophages
périvasculaires se retrouvent dans I'espace périvasculaire, entre les vaisseaux sanguins

cérébraux et les pieds astrocytaires, tandis que ceux des méninges et du plexus choroidien se
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retrouvent dans les tissus eux-mémes (Figure 10) [390]. Tout comme la microglie, ces
macrophages résidents sont dérivés de cellules précurseures embryonnaires du sac vitellin et
ont une durée de vie trés longue [379] Les macrophages périvasculaires et des méninges
s’autorenouvellent, tandis que ceux du plexus choroidien nécessitent I'apport de monocytes
classiques/inflammatoires sanguins [379]. Ensemble, ils jouent des rbles importants dans le
maintien de 'lhoméostasie en échantillonnant les débris locaux, en phagocytant les cellules
mortes et en communiquant avec les cellules environnantes [390]. De plus, I'expression du
MHC-II a leur surface leur permet d’effectuer la présentation antigénique [379]. Comme ces
différents macrophages se retrouvent prés de la BBB ou de la BCSFB, ils participent a
immunosurveillance locale et sont parmi les premiéres cellules immunitaires rencontrées par
les pathogénes dans le SNC. Ainsi, ils produisent une panoplie de médiateurs pro-
inflammatoires, dont I'lL-1B, I'lL-6, le CCL2, le CXCL1 et le CXCL2 [379, 390]. En fait, les
macrophages périvasculaires et des méninges jouent un rdle bénéfique lors de linfection a
S. pneumoniae en participant a la réponse inflammatoire requise pour éliminer le pathogéene
du SNC [391].

Meningeal
lymphatics

HOMEOSTASIS

Ghoroid MENINGES

plexus DURA

Meaningeal

SUBARACHNOID SPACE (CSF) Perivascular

macrophage

| r/_ ) Mast
Uil y I
Macrophage -\ﬁxvassnl = e

)

PARENCHYMA

CHOROID PLEXUS Perivascular _
Macrophage macrophage &

Figure 10. Localisation des différentes populations de macrophages retrouvés dans les
tissus non-parenchymaux dans le systéme nerveux central. Ces cellules sont situées a
des positions stratégiques en bordure du parenchyme cérébral, prés des vaisseaux sanguins
cérébraux, dans les méninges et dans le plexus choroidien [390].
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3.3. Activation de la réponse inflammatoire dans le systéme nerveux central lors
de I'infection a Streptococcus suis

Bien que S. suis cause une importante infection du SNC qui est responsable du développement
de la méningite, les cellules impliquées sont peu connues. En effet, le nombre d’études portant
sur cette infection était trés limité au début de cette thése. Il est a noter que les interactions
des cellules résidentes du SNC et des cellules infiltrantes avec d’autres bactéries causant des
méningites I'’humaines (adhésion, invasion, phagocytose et réponse inflammatoire, mort
cellulaire, etc.) peuvent différer selon le pathogéne, probablement en raison de composants
bactériens variés, ce qui justifie la nécessité de les étudier lors des infections a S. suis [299,
392-394].

3.3.1. Role des cellules résidentes et infiltrantes

Le role des cellules constituant les barrieres du cerveau, soit les BMECs de la BBB et les
CPECs de la BCSFB, dans la réponse inflammatoire a été peu étudié. Il apparait cependant
que les BMECs porcines et humaines produisent de I'lL-6 et du CXCL8 a la suite de I'infection
par S. suis sérotype 2 [117, 149]. Cette réponse est due a la reconnaissance de composants
de surface partiellement masqués par la présence de la CPS [117, 149]. De plus, la suilysine
est, elle aussi, impliquée dans cette induction [117, 149]. Les BMECs humaines peuvent aussi
sécréter du CCL2, ce qui n’a jamais été évalué avec les BMECs porcines [149]. Des analyses
transcriptomiques des CPECs infectées avec S. suis in vitro ont démontré une régulation a la
hausse de I'expression d’'une panoplie de médiateurs pro-inflammatoires, dont le TNF, I'lL-1q,
lIL-1B, I'lL-6, le CCL2, le CCL4, le CCLS5, le CXCL2, le CXCL5, le CXCLS8 et les facteurs de
croissance M-CSF et G-CSF [123]. De plus, la sécrétion de quantités élevées d'IL-6 et de
CXCL8 a aussi été mesurée [123]. Ainsi, les cellules constituant la BBB et la BCSFB sont
activées par S. suis et participent directement a la réponse inflammatoire induite.
L’augmentation de I'expression de CCL2 dans le plexus choroidien et les vaisseaux sanguins
des cerveaux de souris infectées par S. suis, et d’IL-1 dans le plexus choroidien, soutiennent

ces résultats [286].

Quant aux cellules gliales, il a été démontré que la lignée de cellules microgliales BV-2 sécréte
des niveaux élevés de TNF, d’IL-6 et de CCL2 a la suite de l'infection de S. suis, en plus d’'une
production marquée d’oxyde nitrique [125, 395]. Comme l'absence de CPS augmente leur

production, cela indique que ce sont des composants de surface qui en sont responsables
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[125, 395]. De plus, les astrocytes peuvent produire de I'lL-6, du CCL2 et du CXCL1 [126].
Comme pour la microglie, cette production par les astrocytes est la conséquence de la
reconnaissance de composants de surface, mais la suilysine semble aussi y jouer un rdle.
Finalement, il a été démontré, plus récemment, & l'aide de co-cultures de microglie et
d’astrocytes, que les astrocytes sécrétent des composés solubles induisant la production
d’oxyde nitrique par la microglie, lorsque celle-ci est infectée avec S. suis [127]. Cela indique
qu’il y a une communication importante entre les différentes cellules du SNC lors de I'infection

par ce pathogéne.

Enfin, bien que les monocytes et les neutrophiles infiltrent massivement le SNC, lors de la
méningite causée par S. suis [20, 22, 286], leur réle, comme pour le compartiment systémique,
reste inconnu dans celui-ci. En fait, a I'exception de la microglie, des astrocytes, des BMECs
et des CPECs, le role d’aucun autre type cellulaire n’a été déterminé lors de I'infection du SNC
causée par S. suis. Comme le milieu dans lequel se retrouve une cellule et les signaux regus
peuvent grandement influencer sa réponse, sa polarisation, son réle et ses fonctions [396-398],
le role des monocytes et neutrophiles infiltrants pourraient différer du compartiment

systémique.

3.3.2. Role des « Toll-like receptors »

Comme pour le compartiment systémique, les travaux portant sur le réle des TLRs dans le
SNC étaient limités a deux études au début de cette thése. Suite a l'infection par S. suis, une
augmentation de I'expression transcriptionnelle du TLR2 a été observée dans la plupart des
régions du cerveau, avec une expression plus marquée au niveau du corps calleux, de
I'hippocampe et du cortex [286]. Cette expression du TLR2 a été associée aux astrocytes. De
plus, une augmentation de I'expression du TLR3, mais pas du TLR4, a aussi été rapportée.
Comme mentionné précédemment, le TLR3 ne dépend pas de la protéine adaptatrice MyD88,
recrutant plutét TRIF. Comme le TLR3 reconnait ’ARN double brin, typiquement retrouvé chez
les virus, cela indique que S. suis I'active par un ligand non identifié a ce jour [286]. Cependant,
on ne peut affirmer, sans aucun doute possible, que le TLR3 est bel et bien impliqué dans la
reconnaissance de S. suis. L’activation de la transcription de son ARN messager pourrait étre
le fruit d’un effet indirect. La seule autre étude portant sur le réle des TLRs a démontré que le
TLR2 est partiellement impliqué dans la production de TNF et de CCL2 par les astrocytes

murins primaires. Ainsi, a I'exception de ces deux études, aucune autre information n’est
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disponible concernant non seulement la voie des TLRs, mais aussi d’autres voies de

signalisation, dans le SNC a la suite de I'infection a S. suis.

3.3.3. Réponse pro-inflammatoire locale

Malheureusement, outre les résultats présentés aux sections précédentes, trés peu
d’'information supplémentaire est disponible sur la réponse inflammatoire locale qu’induit
S. suis in vivo. En effet, si 'augmentation de I'expression d’IL-1 et de CCL2 dans la plupart
des régions du cerveau, lors de linfection, indique le développement d’une réponse pro-
inflammatoire [286]. L’expression faible ou variable de TNF et d’IL-6 [286] contraste avec ce
qui est observé pour d’autres pathogénes bactériens, dont S. pneumoniae [399, 400]. De plus,
comme mentionné plus haut, I'expression de ces médiateurs ne se traduit pas nécessairement
par leur production, particuliérement pour I'lL-1B, qui nécessite une étape de maturation
supplémentaire. Ainsi, d’autres études sont primordiales, afin de mieux comprendre la réponse

induite.

Basé sur cette recension de la littérature, I'hypothése générale de cette thése est que la
pathogenése de linfection systémique et du SNC par S. suis, de méme que la réponse
inflammatoire induite, dépendent du bagage génétique et des caractéristiques phénotypiques
des souches étudiées. En effet, les composants bactériens, ainsi que I'inflammation induite par

la bactérie, varient selon l'origine de la souche (le sérotype, le ST, le lieu géographique, etc.).

L’objectif général de cette thése est de mieux comprendre la pathogenése de I'infection et de
linflammation causées par S. suis a I'aide de souches différentes et d’évaluer I'impact de ces

différences sur celles-ci.

Les objectifs spécifiques sont :
1. Etudier le role de différents composants de S. suis dans sa pathogenése, notamment dans

ses interactions avec I'hote

2. Etudier l'impact de l'origine des souches et du choix des modéles expérimentaux sur les

études de virulence et de pathogenése de S. suis

3. Caractériser l'infection et I'inflammation causées par différents S. suis au niveau systémique
et du SNC
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lIl. METHODOLOGIE ET RESULTATS



OBJECTIF 1 — ETUDIER LE ROLE DE
DIFFERENTS COMPOSANTS DE
STREPTOCOCCUS SUIS DANS SA
PATHOGENESE, NOTAMMENT DANS SES
INTERACTIONS AVEC L’HOTE
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dans la révision de celui-ci.
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Mise en contexte

Des différents composants qu’expriment S. suis, la CPS est un facteur critique a sa virulence
et au développement de la maladie clinique. En effet, des études précédentes ont démontré
qu’en absence de CPS, S. suis est rapidement éliminé de la circulation par les leucocytes
sanguins. De plus, sa présence interfére dans la capacité de S. suis a adhérer aux et d’envahir
les cellules épithéliales et masque les composants de surface responsables de I'activation des
cellules de I'héte. Toutefois, ces propriétés et fonctions ont été démontrées avec des souches
de sérotype 2, puis extrapolées aux autres sérotypes de S. suis. En effet, il n’y a qu'une seule
publication ayant étudié un autre sérotype, soit le serotype 14 (annexe — article VI). Il est
important de noter que la la CPS du sérotype 14 est trés similaires a celle du sérotype 2
(structure et composition), dont la présence d’acide sialique. De plus, bien que les sérotypes 2
et 14 sont trés importants mondialement, le sérotype 9 prédomine dans plusieurs pays
européens et sa prévalence a grandement augmenté au cours des derniéres années chez le
porc au Canada et en Chine. Néanmoins, le réle de la CPS du sérotype 9 en tant que facteur
de virulence n’avait pas été évalué auparavant, et ce malgré une structure et une composition

distincte.
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Abstract

Streptococcus suis is an important porcine bacterial pathogen and a zoonotic agent responsible
for sudden death, septic shock, and meningitis, of which serotype 2 is the most widespread,
with serotype 14 causing human infections in South-Est Asia. Current knowledge of the S. suis
pathogenesis and virulence is almost exclusively based on these two serotypes. Though
serotype 9 is most commonly associated with porcine infections in Spain, the Netherlands, and
Germany, very little information is currently available regarding the pathogenesis of this
serotype. Of its different factors, the capsular polysaccharide (CPS) is required for S. suis
virulence as it promotes resistance to phagocytosis and killing and masks surface components
responsible for host cell activation. However, these roles have been described for serotypes 2
and 14, whose CPSs are structurally and compositionally similar. Consequently, we evaluated
herein the interactions of serotype 9 with host cells and the role of its CPS, which greatly differs
from those of serotypes 2 and 14. Results demonstrated that serotype 9 adhesion to but not
invasion of respiratory epithelial cells was greater than that of serotypes 2 and 14. Furthermore
serotype 9 was more internalized by macrophages but equally resistant to whole blood killing.
Though recognition of serotypes 2, 9, and 14 by DCs required MyD88-dependent signaling, in
vitro pro-inflammatory mediator production induced by serotype 9 was much lower than that by
the other two serotypes. In vivo, however, serotype 9 causes an exacerbated inflammatory
response responsible for host death during its systemic infection, suggesting a role of other
innate immune cells. Meanwhile, presence of the serotype 9 CPS differentially modulated
interactions with host cells in comparison to serotypes 2 and 14 by masking surface
components less efficiently. However, its CPS remains a critical virulence factor required for
bacterial survival in blood and development of clinical disease regardless of its unique

composition and structure.

83



Introduction

Streptococcus suis is an important encapsulated bacterial pathogen of young piglets and a
zoonotic agent causing a variety of diseases including sudden death (pigs), septic shock
(humans), and meningitis (both species) [1]. Classification is based on serotyping defined by
the antigenicity of the capsular polysaccharide (CPS) or its genes [1]. Of the thirty-five
described serotypes, serotype 2 is the most widespread and virulent, being responsible for the
majority of porcine and human cases of infection [2]. Alongside, serotype 14 is an emerging
threat to human health in South-Est Asia [2]. Yet, our current understanding of the S. suis
pathogenesis and virulence is almost exclusively based on serotype 2 [5, 6]. As such, our
knowledge of other serotypes remains very limited. Alongside serotypes 2 and 14, serotype 9
has emerged in Europe in recent years and is presently responsible for the greatest number of
porcine cases of S. suis infection in Spain, the Netherlands, and Germany [2]. Furthermore, its
prevalence in China [7] and Canada [8] has significantly increased in recent years in pigs, and
the first human case was recently reported in Thailand [9]. Nevertheless, very few studies have

addressed the interactions of this serotype with host cells [10].

Though a variety of virulence factors have been described for S. suis, its CPS is one of the few
truly critical factors required for its pathogenesis and is implicated in a multitude of functions [5,
6], which include, for example, resistance to phagocytosis and killing by innate immune cells
[11-16] and masking of surface components responsible for host cell activation [15-17]. Indeed,
presence of CPS interferes with recognition of S. suis by Toll-like receptor (TLRs), a family of
evolutionarily conserved membrane-associated innate immune receptors that mainly signal via
myeloid differentiation primary response 88 (MyD88) [17, 18]. Moreover, studies using
experimental animal infection models have demonstrated that the CPS is required for survival
of S. suis in blood [16, 19, 20]. Alongside, it was recently demonstrated that S. suis can
modulate the presence of its CPS within the host [21], a mechanism that could participate in

host cell adhesion and invasion since these functions are hampered by its presence [5].

However, these roles have been described for serotype 2 and, more recently, for serotype 14
[3, 14, 16, 20]. Moreover, the presence of CPS was also reported to confer anti-phagocytic
properties to serotypes 1 and 1/2 [22]. Though certain structural and composition differences
exist between the CPSs of these four serotypes, they are minimal: the serotype 14 and 1 and

serotype 2 and 1/2 CPSs, respectively, differ by the substitution of a galactose to a N-
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acetylgalactosamine resulting from a single nucleotide polymorphism in the glycosyltransferase
CpsK [22-25]. In fact, switching CPS expression between serotypes 1 and 14 or between
serotypes 1/2 and 2 had limited impact on virulence due to similar anti-phagocytic properties
[22]. Furthermore, the CPSs of these four serotypes are characterized by presence of a sialic
acid (N-acetylneuraminic acid) sidechain [23-25]. Sialic acid is commonly present in host cells
and confers important properties to the cell surface [26]. Though different pathogens have
evolved to express sialic acid at their surface, S. suis is one of only two sialylated Gram-positive
bacteria, the other being Group B Streptococcus (GBS) [26]. Importantly, presence of sialic
acid in GBS is associated with modulation of immune cell activation [27, 28]. Unfortunately, it
has not yet been possible to evaluate the role of sialic acid in S. suis pathogenesis since
deletion of sialyltransferase or sialic acid synthesis genes results in complete non-
encapsulation, while mutations blocking its assembly are lethal due to an accumulation of
intracellular sialic acid [16, 19, 29, 30]. As such, knowledge regarding the role of S. suis CPS
in absence of sialic acid remains unknown. Interestingly, the composition and structure of the
serotype 9 CPS was recently described and differs greatly from that of serotypes 2 and 14 [31].
While it includes presence of glucitol, phosphate, and a labile 4-keto sugar, it does not contain

sialic acid [31].

Consequently, given the lack of information regarding the serotype 9 pathogenesis, its
interactions with host cells and the role of its CPS were evaluated in comparison to the well-
characterized serotypes 2 and 14. Results demonstrated that serotype 9 adhesion to, but not
invasion of, respiratory epithelial cells was greater than that of serotypes 2 and 14. Furthermore
serotype 9 was more highly internalized by macrophages but equally resistant to whole blood
killing. While recognition of serotypes, 2, 9, and 14 by DCs required MyD88-dependent
signaling, pro-inflammatory mediator production induced by serotype 9 was much lower that
induced by serotypes 2 and 14. Presence of the serotype 9 CPS differentially modulated
interactions with host cells in comparison to serotypes 2 and 14 by masking surface
components less efficiently. However, its presence was critical for the development of clinical
disease as it confers anti-phagocytic properties required for resisting killing by blood

leukocytes.
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Materials and Methods

Ethics statement

This study was carried out in accordance with the recommendations of the guidelines and
policies of the Canadian Council on Animal Care and the principles set forth in the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals. The protocols and procedures were approved by the

Animal Welfare Committee of the University of Montreal (rech-1570).

Bacterial strains and growth conditions

The highly encapsulated wild-type S. suis serotype 2, 9, and 14 strains and their non-
encapsulated isogenic mutants used in this study are listed in Table 1. As previously described,
the serotype 9 1135776 strain was isolated from a diseased pig in Canada and belongs to
sequence type 788 [32]. S. suis strains were cultured in Todd Hewitt broth (THB; Becton
Dickinson, Mississauga, ON, Canada). For in vitro cell culture assays, bacteria were prepared
as previously described [15, 33] and resuspended in cell culture medium. For experimental
infections, early stationary phase bacteria were washed twice in phosphate-buffered saline, pH
7.4, and resuspended in THB [34-36]. Bacterial cultures were appropriately diluted and plated
on THB agar (THA) to accurately determine bacterial concentrations. The Escherichia coli
strain and different plasmids used in this study are also listed in Table 1. When needed,
antibiotics (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) were added to the media at the following
concentrations: for S. suis, spectinomycin at 100 ug/mL; for E. coli, kanamycin and

spectinomycin at 50 yg/mL and ampicillin at 100 pug/mL.

DNA manipulations

Genomic DNA was extracted from the S. suis serotype 9 1135776 strain using InstaGene
Matrix solution (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). Mini-preparations of recombinant
plasmids were carried out using the QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA).
Restriction enzymes and DNA-modifying enzymes (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada)
were used according to the manufacturer's recommendations. Oligonucleotide primers (Table
2) were obtained from Integrated DNA Technologies (Coralville, 1A, USA) and PCRs carried
out with the iProof proofreading DNA polymerase (BioRad Laboratories, Mississauga, ON,
Canada) or the Tag DNA polymerase (Qiagen). Amplification products were purified using the
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) and sequenced using an ABI 310 Automated DNA
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Sequencer and ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA).

Construction of the serotype 9 non-encapsulated isogenic mutant

The serotype 2 and 14 non-encapsulated isogenic mutants P1/7AcpsF and DAN13730AcpsB
were previously constructed and characterized in our laboratory [3, 15]. Precise in-frame
deletion of cpsG gene from strain 1135776 was constructed using splicing-by-overlap-
extension PCRs as previously described [37, 38]. Overlapping PCR products were cloned into
pCR2.1 (Invitrogen, Burlington, ON, Canada), extracted with EcoRI, recloned into the
thermosensitive E. coli—S. suis shuttle plasmid pSET4s, and digested with the same enzyme,
giving rise to the knockout vector p4AcpsG. Electroporation of the serotype 9 wild-type strain
1135776 and procedures for isolation of the mutants were previously described [39]. Allelic
replacement was confirmed by PCR and DNA sequencing analyses. Amplification products
were purified with the QIAgen PCR Purification Kit (Qiagen) and sequenced as described
above. mRNA expression of upstream and downstream genes flanking the cpsG gene in the
mutant strain was confirmed by RT-PCR, validating in-frame gene deletion (data not shown).

Growth of both mutants was similar to that of the wild-type strain (data not shown).

Bacterial surface hydrophobicity assay
Relative surface hydrophobicity of the S. suis wild-type strains and non-encapsulated mutants

was determined by measuring adsorption to n-hexadecane as previously described [16].

Transmission electron microscopy

Unless otherwise indicated, chemicals were purchased from Sigma-Aldrich. Transmission
electron microscopy was carried out as previously described [33, 40]. Briefly, bacteria were
grown to mid-logarithmic phase and washed in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.3 (Canemco &
Marivac, Canton de Gore, QC). The CPS was stabilized using specific antibodies as previously
described [40]. Anti-S. suis serotype 9 rabbit serum, produced as previously described [41],
was used to gently resuspend bacteria. Next, cells were immobilized in 4% agar in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.3. Pre-fixation was performed by adding 0.1 M cacodylate buffer
containing 0.5% glutaraldehyde, and 0.15% ruthenium red for 30 min. Fixation was performed
for 2 h at room temperature with 0.1 M cacodylate buffer containing 5% glutaraldehyde and

0.05% ruthenium red. Post-fixation was carried out with 2% osmium tetroxide in water overnight
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at 4°C. Samples were washed with water every 20 min for 2 h to remove osmium tetroxide and
dehydrated in an increasing graded series of acetone. Specimens were then washed twice in
propylene oxide and embedded in Spurr low-viscosity resin (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA). Thin sections were post-stained with uranyl acetate and lead citrate and
examined using a transmission electron microscope at 80 kV (Hitachi model HT7770, Chiyoda,

Tokyo, Japan).

NPTr epithelial cell culture and adhesion and invasion assays

The porcine tracheal epithelial NPTr cell line (provided by M. Tonelli, Istituto Zooprofilattico
Sperimentale, Italy) was used and cultured until confluence as previously described [42]. Cells
were infected with 1 x 106 CFU/well (multiplicity of infection [MOI] = 10) of the different S. suis
strains and incubated for 2 h or 4 h at 37 °C in 5% CO.. The adhesion assay, which quantifies
total cell-associated bacteria (surface-adherent and intracellular bacteria), and invasion assay

(using the antibiotic protection assay) were performed as previously described [42].

J774A.1 macrophage culture and phagocytosis assays

The J774A.1 murine macrophage cell line (ATCC TIB-67; Rockville, MD, USA) was maintained
in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco, Burlington, ON, Canada) supplemented with
10% fetal bovine serum (Gibco) and grown at 37 °C with 5% CO.. Confluent cell cultures were
scraped, seeded at 1 x 10° cells/mL, and incubated for 3 h at 37 °C with 5% CO to allow cell
adhesion. Cells were infected by adding 1 x 107 CFU/mL of bacterial suspension in complete
culture medium (MOI = 100), incubated for 1 h or 2 h at 37 °C with 5% CO_, and phagocytosis

assays performed as previously described using the antibiotic protection assay [34].

Whole blood bactericidal (killing) assay

Blood was collected from six- to ten-week-old female CD-1 mice (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA) and mixed with sodium heparin (Sigma-Aldrich). Whole blood containing 9 x
10° leukocytes/mL on average was transferred to a microtube containing 9 x 108 CFU/mL of
the different S. suis strains (MOl = 1) and incubated for 4 h, mixing every 20 min. Assay
conditions were chosen based on the kinetics of S. suis killing by murine blood [34]. After
incubation, cells were lysed and appropriate dilutions plated on THA to determine viable
bacterial counts. Resistance to bacterial killing by blood leukocytes was compared to incubation

in plasma alone (obtained by centrifuging whole blood at 1 800 x g for 10 min at 4 °C). The
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percentage of bacteria killed was determined using the following formula: 1 - (bacteria in blood

/ bacteria in plasma) / 100%.

Generation of bone marrow-derived dendritic cells and activation

The femur and tibia from C57BL/6, MyD88- (B6.129P2(SJL)-MyD88!™'-befrj)) TLR2"- (B6.129-
Tir2imkirlJ), and TLR4”- (B6.B10ScN-TIr4/ps-¢el/JthJ) mice on C57BL/6J background (Jackson
Research Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) were used to generate bone marrow-derived
DCs, as previously described [15]. Briefly, bone marrow cells were cultured in RPMI-1640
medium supplemented with 5% heat-inactivated fetal bovine serum, 10 mM HEPES, 2 mM
L-glutamine, and 50 pM 2-mercaptoethanol (Gibco) and complemented with 20% granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor from mouse-transfected Ag8653 cells [43]. Cell purity
was confirmed to be at least 85% CD11c* by flow cytometry as previously described [15]. Prior
to infection, cells were resuspended at 1 x 108 cells/mL in complete medium and stimulated
with the different strains S. suis strains (1 x 108 CFU/mL; initial MOI = 1). Conditions used were
based on those previously published [15, 18]. Supernatants were collected 16 h following
infection with S. suis, time at which secreted cytokine levels were maximal in the absence of
S. suis-induced DC cytotoxicity as determined by lactate dehydrogenase release (data not
shown) [15, 18]. Non-infected cells served as negative controls. Secreted levels of tumor
necrosis factor (TNF), interleukin (IL)-6, C-C motif chemokine ligand (CCL) 2, CCL3, and C-X-
C motif chemokine ligand (CXCL) 1 were quantified by sandwich ELISA using pair-matched
antibodies from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer’s

recommendations.

S. suis virulence mouse model of infection

A CD-1 mouse model of infection was used [19, 35]. These studies were carried out in strict
accordance with the recommendations of and approved by the University of Montreal Animal
Welfare Committee guidelines and policies, including euthanasia to minimize animal suffering
through the use of humane endpoints, applied throughout this study when animals were
seriously affected since mortality was not an endpoint measurement. Thirty 6-week-old female
CD-1 mice (Charles River Laboratories) were used for these experiments (15 mice per strain).
Mice were inoculated with 1 x 10”7 CFU via the intraperitoneal route and health and behavior
monitored at least thrice daily until 72 h post-infection and twice thereafter until the end of the
experiment (10 days post-infection) for the development of clinical signs of sepsis, such as

depression, swollen eyes, rough hair coat, prostration, and lethargy. Blood samples were
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collected from the caudal vein of surviving mice 12 h and 24 h post-infection and plated as

previously described [34].

Statistical analyses

Normality of data was verified using the Shapiro-Wilk test. Accordingly, parametric (unpaired
t-test) or non-parametric tests (Mann-Whitney rank sum test), where appropriate, were
performed to evaluate statistical differences between groups. Log-rank (Mantel-Cox) tests were
used to compare survival between wild-type-infected mice and those infected with the non-
encapsulated strains. Each in vitro test was repeated in at least three independent experiments.

p < 0.05 was considered as statistically significant.

Results

Deletion of the Streptococcus suis serotype 9 cpsG gene causes a non-encapsulation
phenotype

Previous studies have demonstrated that deletion of various CPS biosynthesis genes from
serotypes 2 and 14 results in a non-encapsulated phenotype [3, 15, 16, 19, 20, 44]. As such,
an isogenic mutant in which the cpsG gene was deleted from the North American serotype 9
1135776 strain was constructed and compared with serotypes 2 and 14. Surface
hydrophobicity (an indicator of encapsulation) of serotype 9 was low (less than 5%) and
comparable to that of serotype 2 and 14 (Fig. 1). Meanwhile, deletion of cpsG gene significantly
increased surface hydrophobicity (p = 0.02), with similar values to those obtained with the
serotype 2 and 14 non-encapsulated mutants (p = 0.02) (Fig. 1). This confirms that deletion of

S. suis CPS biosynthesis genes results in high surface hydrophobicity regardless of serotype.

Encapsulation levels of the serotype 9 wild-type strain and AcpsG mutant were then confirmed
by transmission electron microscopy following antibody stabilization. The wild-type strain
possessed a layer of CPS at its surface, indicative of being well-encapsulated (Fig. 2A). This
is similar to the serotype 2 strain wild-type P1/7 strain and serotype 14 wild-type DAN13730
strain used herein [3, 19, 33]. Meanwhile, the serotype 9 mutant clearly lacked presence of
CPS (Fig. 2B), as previously reported for the serotype 2 and 14 non-encapsulated mutants [3,
19]. Consequently, these results confirm that deletion of CPS biosynthesis genes from serotype

9 results in non-encapsulation.
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Presence of capsular polysaccharide partially or significantly modulates
Streptococcus suis serotype 9 adhesion to and invasion of respiratory epithelial cells,
respectively

The serotype 2 CPS has been described to mask bacterial surface adhesins involved in the
initial interactions with host cells, including adhesion to and invasion of epithelial cells [5]. Using
NPTr porcine tracheal epithelial cells, the adhesion and invasion capacities of the different wild-
type and non-encapsulated mutant strains were evaluated. After 2 h of incubation, the serotype
9 wild-type strain adhered to epithelial cells, with adhesion levels increasing by 4 h (Fig. 3A-
B). However, adhesion of serotype 9 was significantly greater than that of serotypes 2 and 14
regardless of incubation time (p = 0.012), which were similar (Fig. 3A-B). Meanwhile, although
non-encapsulation significantly increased adhesion of serotypes 2 and 14 regardless of
incubation time (p = 0.002), that of serotype 9 slightly modulated the adhesion to epithelial cells,
but only at 2 h incubation (p = 0.027) (Fig. 3A-B). Consequently, presence of the serotype 9

CPS hardly masks surface adhesins.

Following adhesion, S. suis may invade cells. Serotype 9 invaded little epithelial cells, even
after 4 h of incubation, which was similar to serotypes 2 and 14 (Fig. 3C-D), indicating that
higher adhesion is not necessarily followed by increased bacterial internalization. On the other
hand, invasion by the non-encapsulated serotype 9 mutant was significantly greater than that
of the wild-type strain at both 2 h and 4 h (p = 0.008) (Fig. 3C-D). Not only were similar
differences also reported for the non-encapsulated serotype 2 and 14 mutants (p = 0.008), but
levels of internalized bacteria were comparable between non-encapsulated mutants (Fig. 3C-
D).

Presence of capsular polysaccharide confers anti-phagocytic properties to
Streptococcus suis from macrophages regardless of serotype

Phagocytosis studies with S. suis serotype 9 were carried out with J774A.1 murine
macrophages, as previously reported for serotypes 2 and 14 [3, 14, 34]. Serotype 9 was
internalized after 1 h of incubation, with intracellular bacteria increasing with time (Fig. 4A-B).
By contrast, the serotypes 2 and 14 were not internalized (1 h) or significantly less internalized
(2 h) by macrophages than serotype 9 (p = 0.008) (Fig. 4A-B). Of the different properties
attributed to the presence of the S. suis serotype 2 and 14 CPS, resistance to phagocytosis is

amongst the most important [3, 14, 19]. Indeed, results were confirmed in the present study
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(p =0.002) (Fig. 4A-B). Results also showed that non-encapsulation of serotype 9 significantly
increased phagocytosis by macrophages (p = 0.01), with levels of intracellular bacteria
remaining stable (Fig. 4A-B). Taken together, these results demonstrate that though the S.
suis CPS confers anti-phagocytic properties regardless of the serotype, the serotype 9 CPS

protects less efficiently against phagocytosis than those of serotypes 2 and 14.

Presence of capsular polysaccharide is required for Streptococcus suis whole blood
bactericidal resistance regardless of serotype

Results showed that the serotype 9 wild-type strain was as resistant to whole blood bacterial
killing as serotypes 2 and 14 (Fig. 5). Confirming previous data [3, 16, 19, 34], results also
showed that the CPS is required for survival and persistence of S. suis serotypes 2 and 14 in
blood (Fig. 5). In addition, the serotype 9 non-encapsulated mutant was significantly less
resistant to killing (p = 0.0002) than its wild-type strain, with 30% of bacteria killed after 4 h
(Fig. 5). Although the serotypes 9 and 14 non-encapsulated mutants were comparably Kkilled,
they were both significantly more resistant than the serotype 2 non-encapsulated mutant
(p = 0.02) (Fig. 5).

Modulation of dendritic cell pro-inflammatory mediator production by presence of
Streptococcus suis capsular polysaccharide and recognition by the Toll-like receptor
pathway are comparable between serotypes

Bone marrow-derived DCs were used as an innate immune cell model given that DCs play a
critical réle during S. suis pathogenesis and that their response to S. suis serotype 2 has been
well-characterized [15, 16, 18, 33, 45]. Surprisingly, and with the exception of TNF, serotype 9
strain induced lower levels of the different pro-inflammatory mediators evaluated, especially of
CCL2 and CXCL1, when compared to serotypes 2 and 14 (p = 0.006) (Fig. 6). Meanwhile,

levels induced by serotypes 2 and 14 were comparable (Fig. 6).

Alongside phagocytosis resistance, the serotype 2 CPS was been well-described to interfere
in recognition of S. suis by innate immune cells by masking immunostimulatory bacterial
surface components [5], a property not yet investigated for serotypes 9 and 14. Lack of CPS
significantly increased production of TNF, IL-6, and CXCL1 (p = 0.01), but not of CCL2 nor
CCL3 by serotype 9, with similar results for serotypes 2 and 14 (p = 0.001) (Fig. 6).

Consequently, the inflammatory response induced by serotype 9 from DCs is markedly lower
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than that by serotypes 2 and 14, with presence of its CPS modulating this production somewhat

less.

S. suis-induced inflammation results from its recognition via different conserved pathways, of
which the TLR pathway has been best described for serotype 2 [5]. Moreover, since recognition
of S. suis serotype 2 mainly occurs at the host cell surface, TLR2 is the main receptor involved
[17, 18]. In addition, TLR4 has been suggested to recognize the pore-forming toxin suilysin
[46], produced by the serotype 2 and 14 strains used herein, but not by the serotype 9 strain
[32, 47]. Importantly, recruitment of the adaptor protein MyD88 is central to the TLR pathway
[48]. As such, the role of the TLR pathway in the recognition of S. suis by DCs was investigated.
Absence of MyD88 lead to a near complete abrogation of pro-inflammatory mediator production
induced by serotypes 9, 2, and 14 (p = 0.0002) (Fig. 7). Moreover, production of these
mediators as induced by serotype 9 was partially dependent on TLR2, with a 50% to 60%
decrease in its absence (p = 0.02), which was similar to what was observed with serotypes 2
and 14 (p = 0.01) (Fig. 7). By contrast, recognition of serotype 9, as with serotypes 2 and 14,
was TLR4-independent (Fig. 7). Taken together, these results demonstrate that pro-
inflammatory mediator production induced by S. suis serotype 9 from DCs is MyD88-dependent
and partially requires TLR2 but not TLR4.

Presence of capsular polysaccharide is required for virulence of Streptococcus suis
serotype 9 and development of systemic disease in a mouse model of infection

To evaluate the role of the S. suis serotype 9 CPS in virulence and development of clinical
disease, CD-1 mice, commonly used for serotype 2 virulence studies [16, 19, 35], were infected
with the serotype 9 wild-type and mutant strain by intraperitoneal inoculation. Wild-type strain-
infected mice rapidly developed clinical signs of systemic disease characteristic of sepsis and
septic shock with 100% of mice succumbing to infection within 48 h (Fig. 8A). By contrast, none
of the mice infected with the non-encapsulated mutant succumbed to disease (p = 0.0002) (Fig.
8A). In fact, these mice only developed transient signs of infection such as rough coat hair
following inoculation of bacteria. Viability of inocula was verified prior to and after infection with

no differences between (data not shown).

To better explain differences in virulence, blood bacterial burden was evaluated 12 h and 24 h

post-infection. All mice infected with the wild-type strain presented elevated blood bacterial
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burdens that averaged 5 x 108 CFU/mL (Fig. 8B-C). In fact, levels were comparable to those
obtained upon euthanasia of mice suffering from septic shock (2 x 10° CFU/mL). On the other
hand, almost no bacterial burden was detected in the blood of mice infected with the non-
encapsulated mutants, levels of which were not only significantly lower than those of mice
infected with the wild-type strain (p = 0.0002), but almost undetectable (Fig. 8B-C).

Discussion

Colonization (establishment of the pathogen at the portal of entry in the absence of infection)
is amongst the first steps of the S. suis pathogenesis, with CPS expression playing an important
role therein for serotype 2 [49-51]. The serotype 9 strain adhered more to tracheal epithelial
cells than serotypes 2 and 14 and, differently from the latter two, its CPS hardly inhibited these
interactions. This would not be due to a lower expression of CPS in the serotype 9 strain since
all three serotypes were similarly well-encapsulated. Indeed, these results suggest that the
serotype 9 surface adhesins may remain at least partially exposed in the presence of its CPS
or that serotype 9 possesses different adhesins. Using these same strains, it was previously
reported that serotype 9 adheres more to extracellular matrix components (collagen I,
fibrinogen, and fibronectin) and salivary agglutinin proteins than serotype 2 [52]. In addition,
though serotypes 2 and 9 both express the adhesin SadP, its amino acid sequence greatly
differs between them, which might translate in functional or affinity differences [10, 53].
Although serotype 9 also adhered more to porcine intestinal epithelial cells than serotype 2,
adhesion by a non-encapsulated serotype 9 mutant was greater than that of its wild-type strain,
by contrast with serotype 2 [10]. Furthermore, its was demonstrated, at least for serotype 9,
that adhesion significantly varies depending on genotype [10]. While previous results with
intestinal cells were obtained using a highly virulent sequence type 16 European strain, the
North American serotype 9 strain used herein and belonging to sequence type 788, is probably
less virulent as indicated by the absence of classical virulence markers [32]. Though
encapsulation inhibited serotype 9 invasion of tracheal epithelial cells by rendering the bacterial
factors involved inaccessible, this effect was comparable to that of serotypes 2 and 14. This
indicates that the factors involved in serotype 9 adhesion and invasion probably differ.
Interestingly, invasion of intestinal epithelial cells was greater by non-encapsulated serotype 2
than serotype 9 [10], suggesting that different adhesins may be involved in bacterial-host

interactions in both the respiratory and intestinal tracts.
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It has been reported that the CPS is a critical anti-phagocytic and virulence factor for S. suis
[5, 54]. However, these conclusions are based on serotype 2 and, more recently, on serotype
14 studies [3]. Herein, serotype 9 was more susceptible to phagocytosis than serotypes 2 and
14, with similar results for the latter two. It has been previously demonstrated that serotype 9
is also more internalized by human monocyte-derived DCs than serotypes 2 and 14 [55].
Despite these observations, the absence of CPS significantly increased phagocytosis levels of
S. suis serotype 9, confirming a certain anti-phagocytic role as in serotypes 2 and 14. It can be
hypothesized that the composition of the serotypes 2 and 14 CPSs, which are similar, including
presence of a sialic acid sidechain, may play a role in such increased resistance to
phagocytosis [23, 24]. Indeed, the composition and structure of the CPS of serotype 9 greatly
differs from these two serotypes, as it contains glucitol, phosphate, and a labile 4-keto sugar,
all of which are absent from the serotype 2 and 14 CPSs but does not contain sialic acid [31].
This last component has been suggested to reduce complement-dependent phagocytosis [56,
57]. Also, and similarly to what may happen during the interactions with epithelial cells, the
serotype 9 CPS might not mask the surface components responsible for activation of
phagocytic mechanisms as efficiently as serotypes 2 and 14, or these might be differentially

expressed and/or exposed.

Although clear differences were observed with the phagocytosis assay, encapsulated
serotypes 2, 9 and 14 were all equally resistant to killing by whole blood, with the CPS playing
a significant role in blood survival. However, neutrophils and monocytes are the main
phagocytes in blood, with little to no macrophages being present [58]. Moreover, it was reported
that in vitro phagocytosis assays do not necessarily correlate with blood killing and virulence in
vivo [34]. In this study, the protective role of the CPS was confirmed in vivo since non-
encapsulation of serotype 9 resulted in near complete elimination from the bloodstream after
24 h of infection. In fact, in absence of its CPS, serotype 9 was unable to persist, disseminate
systemically, and cause disease, being avirulent. This indicates that components and structure
of the CPS (as well as the presence or absence of sialic acid) do not influence the capacity of
the CPS to protect S. suis.

Levels of pro-inflammatory mediators induced by serotype 9 from DCs were, with the exception
of TNF, markedly lower than those induced by serotypes 2 and 14. In addition, the absence of

CPS from serotype 9 also increased the release of pro-inflammatory mediators. However, this
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effect was less notable than for serotypes 2 and 14, suggesting that even when present, CPS
only partially masks the lipoproteins and other immunostimulatory surface components
involved in DC activation. Since serotype 9 lipoproteins were suggested to possess greater
immunostimulatory properties than those of serotype 2 [55, 59], these results were somewhat
unexpected. Although we do not have a clear explanation, these differences might be due to
host cell origin or geographical origin of the strain used, since the North American serotype 9
strain used herein does not produce, amongst other things, suilysin [32], which has also been
described to induce pro-inflammatory mediators [15, 46]. Though this serotype 9 strain induced
lower pro-inflammatory mediator production from DCs than serotypes 2 and 14, its
immunostimulatory potential remains notable since 100% of mice infected with the wild-type
strain developed septic shock within 48 h of infection. This indicates that probably other cell
types contribute to serotype 9-induced systemic inflammation, including monocytes,
neutrophils and Natural Killer cells, which are important sources of plasma pro-inflammatory
mediators during bacterial infection [60]. However, it is impossible to exclude that induced bone
marrow derived-DCs have the exact same properties and/or phenotypes as their "natural”
counterparts. Finally, although differences in inflammatory mediator production were observed,
receptors involved in recognition of serotypes 2, 9, and 14 are similar. Indeed, the importance

of TLR pathway, and mainly TLR2, was comparable for the three serotypes.

In conclusion, the interactions between S. suis serotype 9 and host cells contrast with those of
serotypes 2 and 14 due, at least in part, to differential modulation by its CPS. Indeed, even
when present, the serotype 9 CPS does not mask surface adhesins and prevents phagocytosis
as efficiently as those of serotype 2 and 14. However, the serotype 9 CPS remains a critical
virulence factor required for bacterial survival in blood and development of clinical disease
regardless of its unique composition and structure, including absence of sialic acid. Though
serotype 9 induces lower production of pro-inflammatory mediators from DCs, it causes an
exacerbated inflammatory response responsible for host death during its systemic infection in
vivo, suggesting a role of other innate immune cells. Meanwhile, recognition of S. suis requires
MyD88-dependent signaling and mostly TLR2, regardless of the serotype, indicating that
evolutionarily conserved bacteria components are responsible for initial host cell recognition.

Future studies using additional strains will help better understand and confirm these results.
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Tables

Table 1. List of strains and plasmids used in this study.

Strain or plasmid  Characteristics Reference

Streptococcus suis

P1/7 Virulent serotype 2 (S2) strain isolated from a case of pig [401]
meningitis in the United Kingdom

P1/7AcpsF Non-encapsulated isogenic mutant derived from P1/7; in [139]
frame deletion of cpsF gene

DAN13730 Virulent serotype 14 (S14) strain isolated from a human case [402]
in the Netherlands

DAN13730AcpsB Non-encapsulated isogenic mutant derived from DAN13730; [142]
in frame deletion of cpsB gene

1135776 Virulent serotype 9 (S9) strain isolated from a diseased pig in [72]
Canada

1135776AcpsG Non-encapsulated isogenic mutant derived from 1135776; in This study
frame deletion of cpsG gene

Escherichia coli

TOP10 F- mrcA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80 lacZAM15 AlacX74 Invitrogen
recA1 araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1
nupG

Plasmids

pCR2.1 Ap', Km', pUC ori, lacZAM15 Invitrogen

pSET4s Spc', pUC ori, thermosensitive pG+host3 ori, lacZAM15 [403]

p4AcpsG pSET-4s carrying the construct for cpsG allelic replacement  This study
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Table 2. List of oligonucleotide primers used in this study.

Name

Sequence (5’ - 3’)

cpsG-1
cpsG-2
cpsG-3
cpsG-4
cpsG-5A
cpsG-5B
cpsG-6
cpsG-7
cpsG-8A
cpsG-8B

GGTAAGATTGAGTTGGTCC
CTGATTGAGTGGCCCATCCTC
GCAAACATTGATGAAACACT
ATGAGATATGATGGCAAGCC
GGTGGACCTGTTACGGTTACC
GCGCGAATTCGTCTTGGATATGGGCGAGCCAG
TCCATAAATGAGTTTTTCCCTAAGAAACTC
GAGTTTCTTAGGGAAAAACTCATTTATGGA
CCCATCACGTCAAATAATGTC
CGCGGAATTCATCATCGTCATCCTTCATTGC
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Figure 1. Absence of Streptococcus suis capsular polysaccharide is associated with
increased surface hydrophobicity. Surface hydrophobicity of the S. suis serotype 2 (S2), 9
(S9) or 14 (S14) wild-type and mutant strains was determined using n-hexadecane. Data
represent the mean £ SEM (n = 3). * (p < 0.05) indicates a significant difference between wild-
type and mutant strains.
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Figure. 2. Deletion of Streptococcus suis serotype 9 cpsG gene results in non-
encapsulation. Transmission electron microscopy following stabilization with anti-S. suis
serotype 9 rabbit serum of the serotype 9 (S9) wild-type (A) and mutant strain (B). Black
bars =1 pym.
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Figure 3. Presence of capsular polysaccharide partially or significantly modulates
Streptococcus suis serotype 9 adhesion to and invasion of respiratory epithelial cells,
respectively. Adhesion (A & B) and invasion (C & D) of the S. suis serotype 2 (S2), 9 (S9) or
14 (S14) wild-type and mutant strains to NPTr porcine tracheal epithelial cells after 2 h (A & C)
or 4 h (B & D) of incubation. Data represent the mean £ SEM (n = 4). * (p < 0.05) indicates a
significant difference between wild-type and mutant strains.
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Figure. 4. Presence of Streptococcus suis capsular polysaccharide confers anti-
phagocytic properties towards macrophages regardless of serotype. Internalization of the
S. suis serotype 2 (S2), 9 (S9) or 14 (S14) wild-type and mutant strains by J774A.1 murine
macrophages after 1 h (A) or 2 h (B) of incubation. Data represent the mean £ SEM (n = 4).
* (p < 0.05) indicates a significant difference between wild-type and mutant strains.
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Figure 5. Presence of capsular polysaccharide is required for Streptococcus suis whole
blood bactericidal resistance regardless of serotype. Capacity of the S. suis serotype 2
(S2), 9 (S9) or 14 (S14) wild-type and mutant strains to resist the bactericidal effect of murine
whole blood after 4 h of incubation. Percentage of bacterial survival was calculated in
comparison to bacteria in plasma alone. Data represent the mean £ SEM (n = 3). * (p < 0.05)
indicates a significant difference between wild-type and mutant strains.
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Figure 6. Presence of capsular polysaccharide modulates Streptococcus suis-induced
pro-inflammatory mediator production by dendritic cells (DCs) regardless of serotype.
Pro-inflammatory mediator production by DCs following infection with the S. suis serotype 2
(S2), 9 (S9) or 14 (S14) wild-type and mutant strains after 16 h of incubation, as measured by
ELISA. Production of TNF (A), IL-6 (B), CXCL1 (C), CCL2 (D), and CCL3 (E). Data represent
the mean = SEM (n = 4). C- denotes cells in medium alone. * (p < 0.05) indicates a significant
difference between wild-type and mutant strains.
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Figure. 7. MyD88-dependent Toll-like receptor (TLR) signaling is required for
Streptococcus suis-induced pro-inflammatory mediator production by dendritic cells
(DCs) regardless of serotype. Pro-inflammatory mediator production by wild-type, MyD88-,
TLR2", and TLR4- DCs following infection with the S. suis serotype 2 (S2), 9 (S9) or 14 (S14)
wild-type strains after 16 h of incubation, as measured by ELISA. Production of TNF (A), IL-6
(B), CXCL1 (C), CCL2 (D), and CCL3 (E). Data represent the mean £ SEM (n = 4). C- denotes
cells in medium alone. * (p < 0.05) indicates a significant difference between wild-type and
knockout cells.

109



>

S o T

-~ S9
804 -0- S9AcpsG
;\?
— 601
2 *
£ 40-
S
" [
204 |
0 v T T T 1
0 2 4 6 8 10
Days post-infection
B 12 h
*
10 ®
10° ®eop000®
Q
c 108 LI
o __ 107 Y
B2 10
035 10
38 10
S = 43 09,
(] oo
102
10°
10° T
S9 S9AcpsG
C 24h
*
101 °
10° 0000
108 °
& __ 107 °
B2 10
035 10°
T L 104
ge &
2 = 402
m 10 o
102
10°
100 T
S9 S9AcpsG

Figure. 8. Capsular polysaccharide is required for Streptococcus suis serotype 9
virulence and persistence in blood in a mouse model of infection. Survival (A) and blood
bacterial burden 12 h (B) and 24 h post-infection (C) of CD-1 mice following intraperitoneal
inoculation of the S. suis serotype 9 wild-type (S9) or mutant (S9AcpsG) strain. Data represent
survival curves (A) or geometric mean (B & C) (n = 15). * (p < 0.05) indicates a significant
difference between survival or blood bacterial burden of mice infected with wild-type and mutant
strain.
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Mise en contexte

Les résultats obtenus dans l'article | ont démontré que la présence de la CPS confére a S. suis
d’'importantes propriétés et participe grandement a sa virulence, et ce pour les sérotypes 2, 9
et 14. Toutefois, cette étude et les études précédentes ont utilisé soit des souches de référence
ou des souches dites "classiques”. En effet, toutes les études portant sur le réle et les fonctions
de la CPS du sérotype 2 ont été effectuées avec des souches appartenant au ST1 et/ou ST7
d'origines européennes ou asiatiques. Toutefois, les souches nord-américaines différent
grandement des souches européennes et asiatiques, autant sur le plan génétique que
phénotypique. Entre autres, 95% de souches nord-américaines appartiennent au ST25 ou au
ST28 et ont été suggérées d’avoir une virulence moins grande que celle des souches ST1 et
ST7. Il est donc important de savoir si le role, les propriétés et les fonctions attribués a la
présence de la CPS de souches de sérotype 2 ST1 et ST7 s’appliquent aussi aux souches de

sérotype 2 nord-américaines.
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Abstract

Streptococcus suis serotype 2 is an important porcine bacterial pathogen and zoonotic agent
responsible for sudden death, septic shock, and meningitis. However, serotype 2 strains are
heterogeneous, composed of a multitude of sequence types (STs) whose distribution greatly
varies worldwide. Of the virulence factors presently described for S. suis, the capsular
polysaccharide (CPS) is a critical factor implicated in a multitude of functions, including in
impairment of the phagocytic capacity and innate immune cell activation by masking underlying
bacterial components. However, these roles have been described using Eurasian ST1 and ST7
strains, which greatly differ from North American ST25 strains. Consequently, the capacity of
the CPS to mask surface antigens and putative virulence factors in non-Eurasian strains
remains unknown. Herein, the role of the S. suis serotype 2 CPS of a prototype intermediate
virulent North American ST25 strain, in comparison with that of a virulent European ST1 strain,
with regards to interactions with dendritic cells, as well as virulence during the systemic phase
of infection, was evaluated. Results demonstrated that the CPS remains critical for virulence
and development of clinical disease regardless of strain background, due to its requirement for
survival in blood. However, its role in the interactions with dendritic cells is strain-dependent.
Consequently, certain key characteristics associated with the CPS are not necessarily
applicable to all S. suis serotype 2 strains. This indicates that though certain factors may be
important for S. suis serotype 2 virulence, strain background could be as determining,
reiterating the need of using strains from varying backgrounds in order to better characterize

the S. suis pathogenesis.
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Introduction

Streptococcus suis is an important bacterial pathogen of young piglets and a zoonotic agent
causing sudden death (pigs), septic shock (humans), and meningitis (both species) [1].
Classification is based on serotyping defined by the capsular polysaccharide (CPS) present or
its genes [1]. Worldwide, serotype 2 is the most widespread and virulent, responsible for the
majority of porcine and human cases of infection [2]. However, an extensive heterogeneity
exists within serotype 2 strains, both genotypically and phenotypically, which can be grouped
into a multitude of sequence types (STs), as determined by multilocus sequence typing, and
whose distribution greatly varies [2]. Furthermore, experimental mouse and pig models of
infection have been used to determine virulence of the most important STs (ST1, ST7, and
ST25) [3-7]. While the ST7 strain responsible for the Chinese human outbreaks is highly
virulent, European ST1 strains are virulent; by contrast, ST25 strains, typical in North America,
are of intermediate virulence [3, 8]. Albeit these important differences, studies on the
pathogenesis of the infection have almost exclusively used Eurasian strains, even though ST25
strains account for nearly 50% of serotype 2 isolates recovered from diseased pigs in North

America [9].

Though a variety of virulence factors have been described for S. suis, the CPS, which is a
critical factor whose composition and structure is identical for all serotype 2 strains, is
implicated in a multitude of functions [10, 11]. Of these, resistance to phagocytosis by innate
immune cells [12-16] and masking surface components responsible for host cell activation [16,
17] are the most important. Studies using experimental animal infection models have
demonstrated that the CPS is required for survival in blood [18, 19]. Alongside, it was recently
demonstrated that S. suis can modulate presence of its CPS within the host [20]. However,
these roles have been described using Eurasian ST1 and ST7 strains, which greatly differ from

their North American counterparts.

The innate immune host response is composed of numerous cell types of which phagocytes
play a central role in the S. suis pathogenesis [10, 11]. Of these, dendritic cells (DCs) are key
players involved in phagocytosis and cytokine production [21]. Indeed, DCs have been
previously described as playing an important role in the S. suis pathogenesis by contributing to
the exacerbated inflammatory host response [16, 22]. Nevertheless, the interactions between

DCs and S. suis serotype 2 have been mostly studied using Eurasian strains.
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Though the CPS is antigenically identical for all S. suis serotype 2 strains, its capacity to mask
surface antigens and putative virulence factors in non-Eurasian strains remains unknown.
Consequently, the objective of this study was to evaluate the role of the S. suis serotype 2 CPS
of a prototype intermediate virulent North American ST25 strain, in comparison with that of a
virulent European ST1 strain, with regards to interactions with DCs, as well as virulence during
the systemic phase of infection. Results obtained demonstrate that while the CPS is required
for survival in blood and remains critical for virulence and development of clinical disease
regardless of strain origin, its role in the interactions with DCs (resistance to phagocytosis and

interference of cytokine production) is strain-dependent.

Materials and Methods

Ethics statement

This study was carried out in accordance with the recommendations of the guidelines and
policies of the Canadian Council on Animal Care and the principles set forth in the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals. The protocols and procedures were approved by the

Animal Welfare Committee of the University of Montreal (permit number rech-1570).

Bacterial strains and growth conditions

The well-characterized and highly encapsulated wild-type S. suis serotype 2 strains and their
non-encapsulated isogenic mutants used in this study are listed in Table 1. S. suis strains were
cultured in Todd Hewitt broth (THB; Becton Dickinson, Mississauga, ON). For in vitro cell
culture assays, bacteria were prepared as previously described [16] and resuspended in cell
culture medium. For experimental infections, early stationary phase bacteria were washed
twice in phosphate-buffered saline pH 7.4 and resuspended in THB [4, 23, 24]. Bacterial
cultures were appropriately diluted and plated on THB agar (THA) to accurately determine
bacterial concentrations. The Escherichia coli strain and different plasmids used in this study
are also listed in Table 1. When needed, antibiotics (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) were added
to the media at the following concentrations: for S. suis, spectinomycin at 100 ug/mL; for E. coli,

kanamycin and spectinomycin at 50 ug/mL and ampicillin at 100 pg/mL.

DNA manipulations
As previously described [28], S. suis genomic DNA was extracted using InstaGene Matrix

solution (BioRad Laboratories, Hercules, CA). Mini-preparations of recombinant plasmids were
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carried out using the QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Valencia, CA). Restriction enzymes
and DNA-modifying enzymes (Fisher Scientific, Ottawa, ON) were used according to the
manufacturer’'s recommendations. Oligonucleotide primers (Table 2) were obtained from
Integrated DNA Technologies (Coralville, IA) and PCRs carried out with the iProof proofreading
DNA polymerase (BioRad Laboratories, Mississauga, ON) or the Taqg DNA polymerase
(Qiagen). Amplification products were purified using the QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
and sequenced using an ABI 310 Automated DNA Sequencer and ABI PRISM Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA).

Construction of the 89-1591 non-encapsulated isogenic mutants 89-1591AcpsF and
89-1591AneuC

The P1/7 non-encapsulated isogenic mutants P1/7AcpsF and P1/7AneuC were constructed
and characterized elsewhere [16, 18]. In this study, the DNA genome sequence of the S. suis
wild-type strain 89-1591 was used for construction of its non-encapsulated isogenic mutants.
Precise in-frame deletions of cpsF or neuC genes were constructed using splicing-by-overlap-
extension PCRs as previously described [28, 29]. Overlapping PCR products were cloned into
pCR2.1 (Invitrogen, Burlington, ON), extracted with EcoRl, recloned into the thermosensitive
E. coli-S. suis shuttle plasmid pSET4s, and digested with the same enzyme, giving rise to the
knockout vector p4AcpsF or p4AneuC. Electroporation of the wild-type strain 89-1591 and
procedures for isolation of the mutants were previously described [27]. Allelic replacement was
confirmed by PCR and DNA sequencing analyses. Amplification products were purified with
the QIAgen PCR Purification Kit (Qiagen) and sequenced as described above. Growth of both

mutants was similar to that of the wild-type strain (data not shown).

Bacterial surface hydrophobicity assay
Relative surface hydrophobicity of the S. suis wild-type strains and non-encapsulated mutants

was determined by measuring adsorption to n-hexadecane as previously described [30].

Transmission electron microscopy

Unless otherwise indicated, chemicals were purchased from Sigma-Aldrich. Transmission
electron microscopy was carried out as previously described [31, 32]. Briefly, bacteria were
grown to mid-logarithmic phase and washed in 0.1 M cacodylate buffer pH 7.3 (Canemco &

Marivac, Canton de Gore, QC) containing 2.5% glutaraldehyde and 0.05% ruthenium red.
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Ferritin was then added to a final concentration of 1 mg/mL and incubated for 30 min at room
temperature. Cells were then immobilized in 3% agar in 0.1 M cacodylate buffer pH 7.3, washed
five times in cacodylate buffer containing 0.05% ruthenium red, and fixed in 2% osmium
tetroxide for 2 h at room temperature. Afterwards, samples were washed with water every 20
min for 2 h to remove osmium tetroxide and dehydrated in an increasing graded series of
acetone. Specimens were then washed twice in propylene oxide and embedded in Spurr low-
viscosity resin (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). Thin sections were post-stained
with uranyl acetate and lead citrate and examined using a transmission electron microscope at
80 kV (Hitachi model HT7770, Chiyoda, Tokyo, Japan).

Generation of bone marrow-derived dendritic cells

The femur and tibia from eight C57BL/6 mice (Jackson Research Laboratories, Bar Harbour,
ME) were used to generate bone marrow-derived DCs, as previously described [16]. Briefly,
hematopoietic bone marrow stem cells were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with
5% heat-inactivated fetal bovine serum, 10 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, and 50 uM
2-mercaptoethanol (Gibco, Burlington, ON). Complete medium was complemented with 20%
granulocyte macrophage-colony stimulating factor from mouse-transfected Ag8653 cells [33].
Cell purity was confirmed to be at least 85% CD11c* by flow cytometry as previously described
[16]. Prior to infection, cells were resuspended at 1 x 10° cells/mL in complete medium and
stimulated with the different strains of S. suis serotype 2 listed in Table 1 (1 x 108 CFU/mL;
initial multiplicity of infection [MOI] = 1). Conditions used were based on those previously
published [16, 22].

Internalization assay

Cells were infected with the different S. suis strains and phagocytosis was left to proceed for
different times (0.5 to 4 h) at 37°C with 5% CO.. MOI and assay conditions were chosen based
on previous studies regarding the kinetics of S. suis phagocytosis by DCs [16]. After incubation,
penicillin G (5 mg/mL; Sigma-Aldrich) and gentamicin (100 mg/mL; Gibco) were added to the
wells for 1 h to kill extracellular bacteria. Supernatant controls were taken in every test to
confirm that extracellular bacteria were efficiently killed by the antibiotics. After antibiotic
treatment, cells were washed three times and water added to lyse the cells. The number of

CFU recovered per well was determined by plating viable intracellular bacteria on THA.
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Cytokine measurement

Supernatants were collected 16 h following infection with S. suis, time at which secreted
cytokine levels are maximal in the absence of S. suis-induced DC cytotoxicity [16, 22]. Non-
infected cells served as negative controls. Secreted levels of tumor necrosis factor (TNF),
interleukin (IL)-6, IL-12p70, and C-X-C motif chemokine ligand (CXCL) 1 were quantified by
sandwich ELISA using pair-matched antibodies from R&D Systems (Minneapolis, MN)

according to the manufacturer’s recommendations.

Determination of interferon-B mRNA expression by quantitative RT-PCR

Cell mRNA was extracted 6 h post-infection (p.i) according to the manufacturer’s instructions
(Qiagen) and cDNA generated using the Quantitect cDNA Synthesis Kit (Qiagen) as previously
described [32]. Incubation time was chosen based on maximal expression of interferon (IFN)-3
by DCs following S. suis infection [32]. Real-time qPCR was performed on the CFX-96 Touch
Rapid Thermal Cycler System (Bio-Rad) using 250 nM of primers (Integrated DNA
technologies) and the SsoFast Evagreen Supermix Kit (Bio-Rad). Cycling conditions were
3 min of polymerase activation at 98°C, followed by 40 cycles at 98°C for 2 sec and 57°C for
5 sec. Melting curves were generated after each run to confirm presence of a single PCR
product. The sequences of primers used in this study are shown in Table 2 and were verified
to have reaction efficiencies between 90 % and 110 %. The reference genes Atp5b and Gapdh,
determined to be the most stably expressed using the algorithm geNorm, were used to
normalize data. Fold changes in gene expression were calculated using the quantification cycle
threshold (Cq) method using the CFX software manager v.3.0 (Bio-Rad). Samples from mock-
infected cells served as calibrators. IFN-f was measured by RT-qPCR in order to compare with
published results [32].

Whole blood bactericidal (killing) assay

Blood was collected from twelve six- to ten-week-old female CD-1 mice (Charles River
Laboratories, Wilmington, MA) and mixed with sodium heparin (Sigma-Aldrich). Leukocytes
(9 x 108 cells/mL on average) were transferred to a microtube containing 9 x 106 CFU/mL of
the different S. suis strains (MOl = 1) and incubated for 4 h, mixing every 20 min. Assay
conditions were chosen based on the kinetics of S. suis killing by murine blood [4]. After
incubation, cells were lysed by vortexing and vigorous pipetting and appropriate dilutions plated

on THA to determine viable bacterial counts. Resistance to bacterial killing by blood leukocytes
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was compared to incubation of the different bacterial strains in plasma only (obtained by
centrifuging whole blood at 1 800 x g for 10 min at 4°C). The percentage of bacteria killed was

determined using the following formula: 1 - (bacteria in blood / bacteria in plasma) / 100%.

S. suis virulence mouse model of infection

A well-standardized CD-1 mouse model of infection was used [18, 23]. These studies were
carried out in strict accordance with the recommendations of and approved by the University
of Montreal Animal Welfare Committee guidelines and policies, including euthanasia to
minimize animal suffering through the use of humane endpoints, applied throughout this study
when animals were seriously affected since mortality was not an endpoint measurement. No
additional considerations or housing conditions were required. All staff members received the
required animal handling training as administered by the University of Montreal Animal Welfare
Committee. Forty-five six-week-old female CD-1 mice (Charles River Laboratories) were used
for these experiments (15 mice per strain evaluated). Mice were inoculated with 5 x 10”7 CFU
via the intraperitoneal route and health and behavior monitored at least thrice daily until 72 h p.i.
and twice thereafter until the end of the experiment (10 days p.i.) for the development of clinical
signs of sepsis, such as depression, swollen eyes, rough hair coat, and lethargy. Mice were
also monitored for the development of clinical signs of meningitis. Clinical scores were
determined according to the grid approved by the University of Montreal Animal Welfare
Committee (S1 Appendix) and required actions undertaken. Mice were immediately euthanized
upon reaching endpoint criteria using CO- followed by cervical dislocation. No mice died before
meeting endpoint criteria and all surviving mice were euthanized as described above at the end
of the experiment (10 days p.i.). Blood samples were collected from the caudal vein of surviving

mice 24 h p.i. and plated as previously described [4].

Statistical analyses

Normality of data was verified using the Shapiro-Wilk test. Accordingly, parametric (unpaired t-
test) or non-parametric tests (Mann-Whitney rank sum test), where appropriate, were
performed to evaluate statistical differences between groups. Log-rank (Mantel-Cox) tests were
used to compare survival between wild-type-infected mice and those infected with the non-
encapsulated strains. Each in vitro test was repeated in at least three independent experiments.

p < 0.05 was considered as statistically significant.
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Results

Deletion of cpsF or neuC genes involved in S. suis serotype 2 capsular polysaccharide
biosynthesis results in non-encapsulation of a ST25 strain

Though deletion of various CPS biosynthesis genes, including those for the sialic acid side-
chain, was previously described to result in absence of CPS in Eurasian ST1 and ST7 strains
[16, 18, 19, 34], the effect of cpsF and neuC gene deletion on CPS expression in a ST25 strain
was unknown. Surface hydrophobicity (an indicator of encapsulation) was similar between wild-
type strains P1/7 (ST1) and 89-1591 (ST25) (Fig 1). Deletion of cpsF or neuC gene significantly
increased surface hydrophobicity of all mutants (p < 0.001), which averaged 95% (Fig 1).
These results confirm that deletion of S. suis serotype 2 CPS biosynthesis genes results in high

surface hydrophobicity, regardless of strain background.

Encapsulation of the ST25 strain 89-1591 and its cpsF- and neuC-deficient mutants was then
evaluated by transmission electronic microscopy following labelling with polycationic ferritin,
which binds negatively charged structures such as the S. suis serotype 2 CPS [31]. In
accordance with previously published micrographs [26, 32], wild-type strain 89-1591 is well-
encapsulated, presenting a thick layer of CPS at its surface as evidenced by the polycationic
ferritin labelling (Fig 2A). This is similar to results obtained with the European ST1 strain P1/7
[18]. On the other hand, 89-1591 mutants deficient for either cpsF (Fig 2B) or neuC (Fig 2C)
gene clearly lack polycationic ferritin marker at their surface, indicating a lack of CPS.
Consequently, these results confirm that deletion of S. suis serotype 2 CPS biosynthesis genes

results in non-encapsulation of mutant strains, regardless of strain background.

Role of capsular polysaccharide in resistance of S. suis serotype 2 to phagocytosis by
dendritic cells is strain-dependent

Resistance to internalization by phagocytes is an important property conferred to S. suis
serotype 2 by the presence of its CPS [22]. To evaluate this function, DCs from C57BL/6 mice
were used. This breed of mice has been largely used in the literature [16, 22, 32] since it is
inbred, which greatly reduces variability between individuals and the number of animals
required. Moreover, results obtained using DCs from C57BL/6 mice have been demonstrated
to be representative of porcine and human DCs [35, 36]. As previously described, the ST1
strain P1/7 was little internalized by DCs (less than 10 CFU/mL), with internalization levels

remaining constant over time (Fig 3). By contrast, non-encapsulated mutants P1/7AcpsF and
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P1/7AneuC were significantly more internalized (p < 0.05), with levels of internalized bacteria
increasing with time (Fig 3). Meanwhile, the ST25 strain 89-1591 was significantly more
internalized than the ST1 wild-type strain P1/7 (p < 0.01), and this regardless of the incubation
time (Fig 3). Surprisingly, no differences were observed between internalization levels of the
ST25 strain 89-1591 and its non-encapsulated mutants, 89-1591AcpsF and 89-1591AneuC,
by murine DCs (Fig 3). Lack of difference between the ST25 strain 89-1591 and its non-
encapsulated mutants was not due to low or non-encapsulation of the wild-type strain in cell
culture medium as determined by hydrophobicity assay following infection of DCs (data not

shown).

Interference of dendritic cell cytokine production by presence of the S. suis serotype 2
capsular polysaccharide is strain-dependent

Presence of the S. suis serotype 2 CPS has also been associated with interference of cytokine
production by myeloid cells, including DCs [16, 17]. While the ST1 strain P1/7 and the ST25
strain 89-1591 both induced a variety of cytokines following infection of murine DCs (TNF, 6,
IL-12p70, and CXCL1), only levels of IL-6 and CXCL1 induced by P1/7 (ST1) were significantly
higher than those induced by 89-1591 (ST25) (p < 0.01) (Fig 4). As previously reported [16],
absence of CPS from strain P1/7 (ST1) significantly increased production of TNF, IL-6, '-12°70,
and CXCL1 (p <0.001) by DCs (Fig 4A-D). In contrast, absence of CPS did not affect
production of these mediators by DCs following infection with the ST25 strain 89-1591
(Fig 4A-D). Once again, lack of difference between the ST25 strain 89-1591 and its non-
encapsulated mutants was not due to low or non-encapsulation of the wild-type strain in cell
culture medium as determined by hydrophobicity assay following infection of DCs (data not

shown).

We recently demonstrated a mechanism complementary to surface-associated receptor
activation whereby internalization of S. suis can lead to induction of IFN- by DCs [32]. Since
internalization levels of the 89-1591 non-encapsulated mutants were similar to those of the
wild-type strain, it was hypothesized that IFN- expression might be similar between strain
89-1591 and its non-encapsulated mutants. As previously described, the ST25 strain 89-1591
induced significantly higher levels of IFN-B expression from DCs than did the ST1 strain P1/7
6 hp.i. (p <0.001) (Fig 4E) [32]. Both non-encapsulated mutants of the ST1 strain P1/7 induced
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significantly higher levels of IFN- expression than did the wild-type strain (p < 0.001) (Fig 4E).

By contrast, IFN-B expression was similar between 89-1591 and its two mutants (Fig 4E).

Capsular polysaccharide is required for S. suis serotype 2 whole blood bactericidal
resistance regardless of strain background

While presence of the North American ST25 CPS only minimally modulated interactions with
murine DCs in vitro, its role in a context more reflective of the in vivo situation remained
unknown. Consequently, the role of the presence of the ST25 strain CPS in resisting the
bactericidal effect of murine whole blood was evaluated. As previously reported [4], the ST1
strain P1/7 completely resisted killing by whole blood, while the ST25 strain 89-1591 was
somewhat less resistant (Fig5). The non-encapsulated mutants of strain P1/7 were
significantly less resistant to the bactericidal effect of murine whole blood than their wild-type
strain (p < 0.001), with nearly 60% of bacteria killed after 4 h of incubation (Fig 5). Similarly,
non-encapsulation of strain 89-1591 resulted in significantly greater killing by whole blood

(p < 0.001), with levels of killed bacteria similar to those of P1/7 non-encapsulated mutants
(Fig 5).

Capsular polysaccharide is required for virulence of the S. suis serotype 2 ST25 strain
89-1591 in a mouse model of infection

To evaluate the role of the North American ST25 CPS in virulence and development of clinical
disease, a well-developed CD-1 mouse model of infection was used in which bacteria were
inoculated via the intraperitoneal route [9, 23, 37-39]. As previously reported, the ST25 wild-
type strain 89-1591 induced disease in mice, with 100% of mice succumbing within six days of
infection (Fig 6A) [4, 9]. While some mice succumbed to septic shock, most mice developed
clinical signs of meningitis, which is a characteristic of this strain. By contrast, none of the mice
infected with either of its non-encapsulated mutants (89-1591AcpsF or 89-1591AneuC)
succumbed to disease (p < 0.001) (Fig 6A). In fact, these mice only developed transient signs
of infection such as rough hair coat following inoculation of bacteria. Viability of the inoculum

was verified prior to and after infection with no differences between (data not shown).
In order to explain these differences in virulence, blood bacterial burden was evaluated
24 h p.i., time at which only bacteria capable of persisting are detected. All mice infected with

the wild-type strain 89-1591 presented blood bacterial burdens that averaged 5 x 105 CFU/mL
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(Fig 6B). On the other hand, almost no bacterial burden was detected in blood of mice infected
with either of the non-encapsulated mutants, levels of which were significantly lower than those

of mice infected with the wild-type strain (p < 0.001) (Fig 6B).

Discussion

S. suis serotype 2 is an important porcine bacterial pathogen and zoonotic agent responsible
for sudden death, septic shock, and meningitis [1]. Of its different virulence factors, the CPS is
considered one of the only “truly” critical virulence factors, being associated with anti-
phagocytic properties, protection against bacterial killing, and a capacity to interfere with
cytokine production [10]. However, previous studies have used Eurasian strains (virulent ST1
and ST7), which greatly differ from their North American counterparts, including intermediate
virulent ST25 strains [10].

Biosynthesis of the S. suis serotype 2 CPS involves a variety of genes encoded by the cps
locus of which mutants deficient for cpsB, cpsE, cpsF, cpsG, cpsJ, cpsL, neuB, and neuC have
been created, all using Eurasian ST1 strains or the Chinese ST7 strain [16, 18, 19, 34, 40]. In
accordance with these studies, deletion of cpsF or neuC genes also caused non-encapsulation
of the ST25 strain 89-1591, which suggests that deletion of a gene from the serotype 2 cps
locus probably causes non-encapsulation regardless of strain background. A similar
phenomenon was observed for S. suis serotype 14, whereby deletion of the cpsB or neuC
genes caused a loss of CPS [41]. Based on current knowledge obtained with the serotypes 2
and 14 only, it may be hypothesized that tampering of the S. suis cps locus results in non-
encapsulation independently of serotype. However, given the structural similarities between
serotypes 2 and 14, including presence of sialic acid, the use of more divergent serotypes will

be required to confirm this hypothesis [42-44].

Previous studies with Eurasian strains have demonstrated that serotype 2 CPS is a critical anti-
phagocytic factor that protects against internalization by DCs (as well as other phagocytes) of
murine, porcine, and human origin [13, 16, 35, 36, 45]. However, this property was not observed
herein using a ST25 strain: as such, it would be interesting to confirm using other cell types. It
is important to note that composition and structure are responsible for serotype determination
[42, 46], and that all serotype 2 strains have the same CPS antigenically, which indicates a

highly similar structure and composition. In addition, the cps locus is identical in all serotype 2
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strains sequenced to date, regardless of sequence type [47]. Moreover, thickness of CPS was
determined to be similar between strains P1/7 and 89-1591 by electron microscopy [32]. As
such, though results are currently unavailable, it can be hypothesized that differences in
internalization might be due to differential exposition and/or composition of the underlying
surface components. Unfortunately, identity of all sub-capsular S. suis serotype 2 components
remains unknown, and future studies will be necessary to both confirm this hypothesis and
identify differences between strains. Houde et al. demonstrated that presence of serotype 2
CPS destabilizes host cell lipid microdomains, thus preventing lactosylceramide accumulation
at the cell membrane, which blocks S. suis phagocytosis and lactosylceramide-dependent
recognition of S. suis [48]. Although lactosylceramide-dependent recognition of S. suis appears
to be important for internalization, the bacterial component recognized remains unknown,
though it is supposed to be located at the bacterial surface [48]. Since the ST25 strain 89-1591
was more internalized by DCs, regardless of it being well-encapsulated, it may be hypothesized
that expression, surface distribution, and/or exposition/masking of the yet unknown S. suis

component recognized by lactosylceramide, might vary between the two strains.

This differential role of the CPS regarding its anti-phagocytic properties suggests a potential
paradigm shift. In fact, certain misconceptions regarding the S. suis CPS are commonplace:
while CPS protects by masking surface components, many of which are important immune
activators, it is not impenetrable, rather being analogous to a net. Indeed, the correct term
regarding the serotype 2 CPS structure is random coil, indicating that it is constantly shifting
over the entirety of the bacterium, being fluid rather than static [42]. Moreover, S. suis serotype
2 possesses the ability to modulate presence of its CPS, whose thickness might depend on the
environment faced [20]. Finally, data suggest that unlike Group B Streptococcus, the S. suis
serotype 2 CPS is not firmly attached to its surface, as it is easily recovered following autoclave
treatment [42]. Consequently, though the CPS surrounds S. suis and protects it from
recognition by phagocytes, it does not necessarily mask all surface components

simultaneously.

While phagocytosis assays are important to better understand the interactions between S. suis
and phagocytic cells such as DCs, they do not necessary represent the complex reality of the
host. Moreover, clearance of S. suis by phagocytes depends not only on its internalization, but

most importantly on its killing, which S. suis attempts to thwart in order to survive and induce
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disease [10]. In fact, the anti-phagocytic role of the CPS has long been associated with survival
of the pathogen in blood via resistance to bacterial killing [10]. Unlike results obtained with DCs
alone, presence of CPS was required for resisting the bactericidal effect of murine blood
regardless of strain background. Differently from phagocytosis assays, whole blood is
composed of a variety of immune cell types, of which neutrophils and monocytes predominate;
while dendritic cells are important phagocytes, they are more commonly distributed throughout
tissues rather than in blood [21, 49]. Furthermore, the phagocytic and killing capacity of immune
cells differs: while DCs were reported to internalize S. suis more efficiently than monocytes, it
was also demonstrated that neutrophils, which constitute the most important subset of blood
phagocytes, are the most efficient at killing S. suis [13, 45]. Differences between results
obtained using the phagocytosis assay with DCs alone and whole blood bactericidal assay
confirm the lack of correlation between resistance to phagocytosis by a single cell type and
resistance to killing in a complex model reflective of the systemic compartment [4]. Though
phagocytosis assays are crucial for dissecting the cell-pathogen interactions, conclusions
should be carefully interpreted and may not always be extrapolated to the more complex

systems required to better comprehend the interplay in vivo.

Recognition of S. suis by various cell receptors results in production of cytokines, which
participate in the inflammatory response required to clear the pathogen [22, 23]. Interference
of cytokine production by myeloid cells is thus an important tactic used by S. suis to avoid
detection by host cells, and in which presence of the serotype 2 CPS participates. While
absence of CPS from strain P1/7 (ST1) resulted in increased cytokine production due to
recognition of surface components by host receptors, as previously reported with other myeloid
cells [16, 17, 35, 36, 50, 51], the lack of differences between the well-encapsulated ST25 wild-
type strain 89-1591 and its non-encapsulated mutants is novel. Interestingly, the ST1 strain
P1/7 induced higher levels of IL-6 and CXCL1, but not of TNF and IL-12p70, than the ST25
strain 89-1591. This result, while unexpected, is difficult to explain based on current knowledge
since very little studies have used North American ST25 strains. It was previously demonstrated
that plasma levels of TNF, IL-6, and CXCL1, but not IL-12p70, are higher during systemic
infection in mice infected with strain P1/7 than those infected with strain 89-1591 [4]. In vitro,
however, a collection of North American and European strains induced similar mRNA levels of
TNF, IL-6, and IL-8 from porcine whole blood [52], while another virulent European serotype 2

ST1 strain (reference strain 735) induced higher levels of IL-6, but not IL-8, from human brain
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microvascular endothelial cells [53]. Once again, these differences in cytokine production might
be due to differential activation resulting from varying exposition and/or composition of
underlying immunostimulatory surface components. Finally, given that these cytokines were
generally more induced by strain P1/7 than 89-1591 in vivo, but not necessarily with DCs,
indicates that other cell types are probably involved in inflammatory mediator production in vivo,
including monocytes, neutrophils, and/or Natural Killer cells. Together though, the current lack
of knowledge justifies the need in studying strains from different genetic backgrounds other
than ST1 and ST7, but also with other immune cell types, in order to better understand the

complex pathogen that is S. suis.

Since S. suis is a classical extracellular pathogen, activation of surface-associated receptors,
including Toll-like receptors (TLR), is crucial for cytokine production [17, 22]. As such, the
differential role of the serotype 2 CPS between strains P1/7 and 89-1591 might be due to
differential exposition and/or composition of surface components. Though identity of the
surface components involved is unknown, potential candidates might include lipoproteins,
which are immunostimulatory proteins whose composition is highly variable between bacterial
species and possibly even between strains [54]. Alongside phagocytosis-independent surface-
associated cell receptor-dependent cytokine production, we recently demonstrated a new
complementary mechanism whereby, following phagocytosis, the S. suis nucleic acids activate
the endosomal TLR7 and TLR9, leading to production of IFN- [32]. Differential results in IFN-
induction by strain P1/7 and its mutants, in contrast to strain 89-1591, illustrate how production

of internalization-dependent cytokines correlates with phagocytosis levels.

The contrasting interactions between DCs and the S. suis serotype 2 strains P1/7 and 89-1591
in vitro suggested potentially differential roles of their CPS in virulence. Absence of CPS was
previously reported to result in avirulence, regardless of the cps gene mutated in Eurasian ST1
or ST7 strains [18, 19, 34]. In accordance, yet in contrast to interactions with DCs alone, non-
encapsulation of the ST25 strain also resulted in avirulence, due to an inability of the mutants
to persist in the bloodstream. This inability is in accordance with whole blood killing results,

confirming that this test is a good correlate of virulence [4].

Interestingly, while lack of serotype 2 CPS resulted in similar or increased cytokine production

in vitro depending on the strain, these non-encapsulated strains are avirulent in vivo. Though
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S. suis-induced exacerbated inflammation is a hallmark of disease [10], the lack of resistance
of non-encapsulated mutants to the bactericidal effect of whole blood results in their rapid
clearance and overall reduced inflammatory activation of host cells in vivo. By contrast,
resistance of well-encapsulated S. suis serotype 2 strains to killing by blood leukocytes favors
their replication, persistence, stimulation, and activation of host cells, resulting in an

exacerbated inflammation responsible for clinical disease and host death [4, 23].

In conclusion, this study is the first to demonstrate that while the S. suis serotype 2 CPS
remains critical for persistence in blood, development of clinical disease, and overall virulence,
its role in the interactions with immune cells is strain-specific. In fact, the CPS has been
classically associated with anti-phagocytic properties and masking of bacterial surface
components. However, these properties are not necessarily applicable to all S. suis strains.
This shift in paradigm suggests that while certain factors may be important for virulence of
S. suis serotype 2, strain background could be as determining [55]. As such, further studies
using additional ST25 strains as well as strains from other STs and of varying virulence, will be
necessary to confirm these results as being strain-specific, ST-specific or other. Importantly,
this study reiterates that the use of strains from varying backgrounds is required in order to

better characterize the S. suis pathogenesis and that generalized conclusions should avoided.
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Tables

Table 1. List of strains and plasmids used in this study.

Strain or plasmid  Characteristics Reference
Streptococcus suis
P1/7 Virulent European ST1 strain isolated from a case of pig [25]
meningitis in the United Kingdom
P1/7AcpsF Non-encapsulated isogenic mutant derived from P1/7; in [16]
frame deletion of cpsF gene
P1/7AneuC Non-encapsulated isogenic mutant derived from P1/7; in [18]
frame deletion of neuC gene
89-1591 Intermediate virulent North American ST25 strain isolated from [26]
a case of pig sepsis in Canada
89-1591AcpsF Non-encapsulated isogenic mutant derived from 89-1591; in This study
frame deletion of cpsF gene
89-1591AneuC Non-encapsulated isogenic mutant derived from 89-1591; in This study
frame deletion of neuC gene
Escherichia coli
TOP10 F- mrcA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80 lacZAM15 AlacX74 Invitrogen
recA1 araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1
nupG
Plasmids
pCR2.1 Ap', Km', pUC ori, lacZAM15 Invitrogen
pSET4s Spc', pUC ori, thermosensitive pG+host3 ori, lacZAM15 [27]
p4AcpsF pSET-4s carrying the construct for cpsF allelic replacement This study
p4AneuC pSET-4s carrying the construct for neuC allelic replacement  This study
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Table 2. List of oligonucleotide primers used in this study.

Name Sequence (5’ - 3’)
PCR
cpsF-1 CCA GCA AAG TAT GGT GGT TTC G
cpsF-2  GCG CAC CAACTTCTC TTAATGC
cpsF-3  CTT AGT CAC TCC GAACTCACCG
cpsF-4 CCA CGC CAGATT CAATGA GC
cpsF-5 AGA CGG TCA TGA ATG GCT ACG
cpsF-6  GAG GGA GGT GTA GAC TTC TGC TCC AGC ATG
cpsF-7 CAT GCT GGA GCA GAA GTC TAC ACC TCC CTC
cpsF-8  CAT CAG AAT GAT GCC AAACAG G
neuC-1 TGC CCGTTT ATAAGATTC CATC
neuC-2 TGAGTT GCTCTGTCAAGGTC
neuC-3 TGA TTG AAG TGC CCT CAT TAC
neuC-4 TAAACCTTT TGATCC TGA CCG
neuC-5 TGA AAAGCACTTTACTCTGGAC
neuC-6 CCT TGT AAA GCA GAATCA GGT TGA TGC ATG GCT GTC ACT AC
neuC-7 GTA GTG ACA GCC ATG CAT CAA CCT GAT TCT GCT TTA CAA GG
neuC-8 ATG TTC CAC AAT GGC ACCC
Quantitative real-time PCR
Atp5b F: ACC AGC CCA CCCTAGCCACC
R: TGC AGG GGC AGG GTC AGT CA
Gapdh  F: CCC GTA GAC AAA ATG GTG AAG

Ifnb

R: GAC TGT GCC GTT GAATTT G
F: CCC AGT GCT GGA GCC ATT GT
R: CCC TAT GGA GAT GAC GGA GA
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Figure 1. Absence of capsular polysaccharide is associated with increased surface
hydrophobicity of S. suis serotype 2. Hydrophobicity of wild-type and mutant strains was
determined using n-hexadecane. Data represent the mean £ SEM from three independent
experiments. *** (p < 0.001) indicates a significant difference between wild-type strains (P1/7
or 89-1591) and their non-encapsulated mutants (AcpsF and AneuC).
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Figure 2. Deletion of genes involved in S. suis serotype 2 capsular polysaccharide
biosynthesis (cpsF and neuC) results in non-encapsulation of the ST25 strain 89-1591.
Transmission electron microscopy following labelling with polycationic ferritin of the ST25
wild-type strain 89-1591 (A) or its isogenic mutants 89-1591AcpsF (B) and 89-1591AneuC (C).
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Figure 3. Strain-dependent role of the capsular polysaccharide in S. suis serotype 2
resistance to phagocytosis by dendritic cells (DCs). Internalization kinetics (0.5 to 4 h) of
wild-type and non-encapsulated mutant strains by DCs. Data represent the mean + SEM from
four independent experiments. * (p < 0.05) and ** (p < 0.01) indicate a significant difference
between P1/7 and P1/7AcpsF or P1/7AneuC.
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Figure 4. Strain-dependent rdle of capsular polysaccharide in interference of S. suis
serotype 2-induced cytokine production by dendritic cells (DCs). Cytokine production by
DCs following infection with wild-type and non-encapsulated mutant strains after 16 h of
incubation, as measured by ELISA, with the exception of IFN-B, after 6 h of incubation, by RT-
gPCR. Production of TNF (A), IL-6 (B), IL-12p70 (C), CXCL1 (D), and IFN- (E). Data represent
the mean + SEM from four independent experiments. C- denotes the negative control (cells in
medium alone). *** (p < 0.001) indicates a significant difference between P1/7 and P1/7AcpsF
or P1/7AneuC.
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Figure 5. The S. suis serotype 2 capsular polysaccharide is required for resisting the
bactericidal effect of whole blood regardless of strain background. Capacity of wild-type
strains and non-encapsulated mutants to resist the bactericidal effect of murine whole blood
after 4 h of incubation. Percentage of bacterial killing was calculated in comparison to bacteria
in plasma alone. Data represent the mean + SEM from four independent experiments. n.d.
