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RESUME

Actinobacillus pleuropneumoniae est 1’agent causal de la pleuropneumonie porcine, une
maladie répandue a travers le monde et qui entraine des pertes économiques
considérables dans l’industrie. Actuellement, les vaccins disponibles ne sont pas
efficaces afin de prévenir les infections causées par les multiples sérotypes d’A.
pleuropneumoniae. Cette problématique s’explique par la pathogénicité multifactorielle
de cette bactérie. Il est donc évident qu’il faut acquérir plus de connaissances en ce qui
concerne les facteurs de viruience et les protéines antigéniques d’A. pleuropneumoniae
afin de fournir un plus grand éventail de protéines pour 1’élaboration de traitements
préventifs efficaces. Considérant que les protéines susceptibles d’induire une réponse
immunitaire chez ’animal infecté sont des protéines exposées a la surface de la bactérie
ou secrétées dans le milieu extérieur, nous avons donc utilisé un outil d’identification de
ces protéines : la fusion de protéine avec la phosphatase alcaline. Nous avons construit
une banque génomique d’A. pleuropneumoniae de sérotype 1 dans un plasmide
contenant le géne tronqué de la phosphatase alcaline. Cette construction nous a permis
d’identifier plusieurs séquences correspondant a des génes codant pour des protéines
exportées hors du cytoplasme. Par transfert immunologique (immunoblot), nous avons
été en mesure d’identifier de nombreuses protéines antigéniques, potentiellement
immunogénes, en plus de mettre en évidence des protéines qui pourraient étre

impliquées dans la virulence de la bactérie Actinobacillus pleuropneumoniae.

Mots clés : Actinobacillus, pleuropneumoniae, pleuropneumonie, facteurs de virulence,

phosphatase alcaline, protéine sécrétée, immunogene, antigene,
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CHAPITRE I

LA PLEUROPNEUMONIE PORCINE

INTRODUCTION

Depuis le début des années 50, on rapporte dans I’industrie porcine une maladie
hautement contagieuse : la pleuropneumonie (Taylor, 1999; Mittal et al., 1992; Higgins
et al., 1982). Cette maladie est répertoriée a travers le monde et la bactérie
Actinobacillus pleuropneumoniae en est 1’agent responsable (Mittal et al., 1992,
Sebunya & Saunders, 1983; Shope, 1964). La pleuropneumonie se caractérise par une
pneumonie hémorragique accompagnée d’une pleurésie nécrosante (Taylor, 1999;
Shope, 1964). Elle entraine des pertes économiques importantes dans les élevages
intensifs et demeure une maladie difficile a traiter et a prévenir (Fenwick & Henry,
1994; Mittal et al, 1992; Sebunya & Saunders, 1983). Par conséquent, il demeure

d’actualité de mieux comprendre les nombreux aspects de la maladie.

Dans ce chapitre, il sera donc question de la pleuropneumonie porcine : son étiologie,
sa pathogenese, 1’épidémiologie ains! que les moyens de diagnostic et I’efficacité des
traitements disponibles. Une meilleure conception de la pleuropneumonie porcine

permettra ainsi de mieux cerner I’importance d’améliorer les traitements préventifs.

1.1 L’étiologie

On fait mention de la pleuropneumonie dans les élevages de porcs depuis les années 50
et le début des années 60 en Angleterre et aux Etats-Unis (Taylor, 1999; Mittal e al.,
1992; Higgins et al., 1982). En Argentine, Shope (1964) identifie formellement un
bacille Gram négatif comme étant la cause de la pleuropneumonie porcine et désigne la
bactérie pathogéne Haemophilus pleuropneumoniae. Au Canada, c’est a partir de 1971
que l’on rapporte des cas de pleuropneumonie porcine, plus particulierement en

Saskatchewan (Schieffer ef al., 1974). Au Québec, des pertes économiques imputables



a des infections par la bactérie 4. pleuropneumoniae sont signalées depuis 1978

(Higgins et al., 1982).

1.2 La pathogenése

A. pleuropneumoniae se transmet par contact direct ou par aérosol via les voies
respiratoires supérieures du porc (Taylor, 1999). Lorsque la bactérie est inhalée, elle
colonise directement les poumons (Haesebrouck et al., 1997). Dans ce processus, les
lipopolysaccharides (LPS) membranaires d’A. pleuropneumoniae agissent en se liant
aux récepteurs des « low-density lipoproteins » (LDL) des cellules eucaryotes (Paradis
et al., 1994; Van Lenten et al., 1986). L’implication des protéines d’adhésion telles les

fimbriae est admise, mais le processus n’est pas encore élucidé (Zhang et al., 2000).

Suite & cette colonisation, il y aurait libération massive de toxines Apx (Apx : exotoxine
de type RTX d’4, pleuropneumoniae) et concentration de celles-ci a la surface des
cellules pulmonaires, ce qui constituerait une étape importante dans la pathogenése
(Haesebrouck et al., 1997). Par ce processus, les toxines induisent la production de
pores membranaires chez les cellules de I’hdte, en particulier les macrophages
alvéolaires. En lysant ces macrophages, les toxines Apx compromettraient la réponse
immunitaire de 1’hote et favoriseraient ainsi une meilleure survie de la bactérie (Le

mécanisme exact est expliqué au chapitre 2.) (Lally, 1999; Maier et al., 1996).

L’action des toxines sur les macrophages pourrait également jouer un rdle dans
I’augmentation de la réaction inflammatoire (Welch et al., 1995). Suite aux lésions
subies par les macrophages, ceux-ci libérent des cytokines inflammatoires. Ceci
coinciderait avec ’apparition des signes cliniques dus a I’inflammation. En effet, des
études ont permis 1’observation de 1ésions pulmonaires inflammatoires suite a I’infection
par la bactérie pathogéne A. pleuropneumoniae, et ce, aprés seulement 90 minutes

suivant I’inoculation chez le porc (Dom et al., 1994a et b).



1.3 L’épidémiologie

A. pleuropneumoniae est une bactérie pathogéne du systéme respiratoire du porc. Elle
se transmet par contact direct ou par aérosol (Taylor, 1999). La pleuropneumonie
porcine atteint plus fréquemment les jeunes porcs de six a huit semaines. Malgré cela,
les porcs de toutes les catégories d’age peuvent étre infectes (Taylor, 1999; Fenwick &
Henry, 1994). La présence et I’intensité des signes cliniques de la maladie dépendent de
I’age de I’animal, I’état d’immunité et de 1’état de stress de I’animal, de la densité de la
population porcine, des conditions environnementales ainsi que de la charge bactérienne
(Taylor, 1999; Haesebrouck et al., 1997; Fenwick & Henry, 1994). Une exposition a
une faible dose de 1’agent infectieux peut entrainer I’apparition de la maladie sous sa
forme sous-clinique et progresser vers la forme chronique. Par contre, ’exposition a
une charge bactérienne beaucoup plus importante, c'est-a-dire une quantité initiale de
bactérie lors de la transmission de 1’agent pathogene, peut entralner la mort en quelques

heures (Taylor, 1999; Fenwick & Henry, 1994; Sebunya et al., 1993).

Les nombreux sérotypes (variation de I’espéce) d’A. pleuropneumoniae ajouteraient un
caractére supplémentaires a considérer pour I’explication des variations dans les
atteintes chez les porcs. Comme 1l sera décrit ultérieurement, 4. pleuropneumoniae
posséde 15 sérotypes différents. Les sérotypes 1 et 5 apparaissent, en général, les plus

virulents (Taylor, 1999; Frey, 1995).

La pleuropneumonie porcine est présente en Amérique du Nord, en Amérique du Sud,
en Asie, en Europe ainsi qu’en Australie (Taylor, 1999). Les porcs, dans ces différentes
régions du monde, sont infectés par des sérotypes différents. Par exemple, en Europe, le
sérotype 2 prévaut sur les autres. En Australie, on retrouve principalement les sérotypes
1, 7 et 12 (Prideaux et al., 1999). En Amérique du Nord, les sérotypes isolés le plus
fréquemment des cas cliniques sont les sérotypes 1, 5 et 7 (Mittal et al., 1998). Au
Québec, le sérotype 1 prédomine jusqu’en 1983. Depuis, on retrouve majoritairement le
sérotype 5 suivi du sérotype 7. Ceci est principalement imputable au traitement

préventif (la vaccination) et a la prévention qui se concentraient sur le sérotype 1. Quant



au sérotype 7, son pourcentage annuel d’identification a augmenté de 8% a 32% durant

la période couvrant les années 1990 a 1997 (Mittal et al., 1998).

1.4 Le diagnostic

La transmission entre les différents élevages de porcs se produit principalement lors de
I’introduction de nouveaux sujets (Taylor et al. 1999; Fenwick & Henry, 1994). Aussi,
la majorité des troupeaux a travers le monde sont infectés de fagon endémique (Fenwick
& Henry, 1994). Considérant ces facteurs, il devient important de développer de bons

outils diagnostiques.

Deux types de méthode sont utilisés afin de d’établir le diagnostic de la
pleuropneumonie a 4. pleuropneumoniae. L’analyse des signes cliniques est bien sir
considérée, mais il s’agit principalement des diagnostics microbiologiques et

sérologiques (Haesebrouck, 1997; Fenwick & Henry, 1994).

La méthode microbiologique a pour but de démontrer la présence d’A4.
pleuropneumoniae chez les animaux atteints, = Normalement, des prélévements
pulmonaires ou de sécrétions sont effectués sur des animaux dans de courts délais post-
mortem et ensemencés sur un milieu gélosé enrichi de sang, en présence de
Staphylococcus aureus qui sécréte le facteur de croissance essentiel a A.
pleuropneumoniae : le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). L’observation de
petites colonies, entourées d’une zone claire d’hémolyse, autour des colonies de S.
aureus indique la présence de bactéries dépendant du NAD pour leur croissance. Cela
indique donc la présence possible de la bactérie A. pleuropneumoniae. 1’identification
de routine se poursuit par le test de I’hémolyses de CAMP positif. L’observation de
I’activité de I’uréase et de la fermentation du mannitol font également partie des tests de
routine (Taylor, 1999; Haesebrouck et al., 1997). La confirmation de I’identification se
fait par une réaction de polymérisation en chaine (PCR) ou par la méthode sérologique

(Taylor, 1999).,



Certain des tests PCR ne sont pas spécifiques aux différents sérotypes (Gram et al.,
1996; Sirois et al., 1991). En 2000, Gram ef al. réussirent toutefois & mettre au point
une PCR spécifique a des groupes de sérotypes : groupe I incluant les sérotypes 1, 9, 11
et 12; groupe II incluant les sérotypes 2 et 8; groupe III incluant les sérotypes 3, 6 et 7;
groupe IV incluant le sérotype 4; groupe V incluant les sérotypes Sa, 5b et 10.
L’utilisation d’une séquence qui permet 1’identification d’une protéine de la membrane

externe, soit OmlA, a permis de développer ce test diagnostique.

La méthode sérologique inclut les tests de fixation du complément et la méthode ELISA
(Enzyme-Linke Immunosorbent Assay) (Taylor, 1999). Les tests ELISA sont basés sur
la détection des antigénes membranaires et les LPS de chaque sérotype ou sur la
détection des anticorps protecteurs dans le cas d’ELISA-indirect (Andreson et al. 2002;
Klausen et al., 2002; Nielsen, 1995; Bossé et al., 1993, 1992; Trottier et al., 1992,
Nielsen et al., 1991; Perry et al, 1990). Les tests de fixation du complément
permettent, quant a eux, la détection des anticorps dirigés contre les antigénes d’4.
pleuropneumoniae (Lombin et al., 1985; Mittal et al., 1984) Ces deux méthodes de

diagnostic sont spécifiques aux différents sérotypes.

1.5 Les traitements

Lors de la confirmation d’une infection par 4. pleuropneumoniae, un antibiogramme est
fortement recommandé, étant donné les résistances aux antibiotiques acquises au cours
des années (Haesebrouck et al., 1997). Les traitements disponibles actuellement ne
permettent malheureusement pas de traiter la maladie, mais contribuent & diminuer le
taux de mortalité. Toutefois, le taux de morbidité demeure élevé (Fenwick & Henry,
1994). Outre les pertes économiques dues aux mortalités, les traitements curatifs sont
longs et coliteux. On observe chez les animaux convalescents une perte de croissance,
une diminution de 1’alimentation ainsi qu’une augmentation du rapport nourriture/gain
de poids, ce qui prolonge la période d’engraissement de plusieurs jours, augmentant

ainsi les coits de production (Fenwick & Henry, 1994).



1.6 La prévention

Le contrdle des facteurs environnementaux est la premiere étape dans la prévention de la
pleuropneumonie porcine: maintenir un taux d’humidité adéquat, une bonne ventilation
des lieux et éviter I’introduction de sujets porteurs (Taylor, 1999; Haesebrouck et al.,
1997). Malheureusement, ces mesures ne sont pas suffisantes et les éleveurs doivent

également procéder a la vaccination des porcs.

Plusieurs vaccins sont déja sur le marché et peuvent étre classés en deux catégories : les
vaccins de bactéries tuées ou encore les vaccins faits & partir de protéines spécifiques
d’A. pleuropneumoniae (Taylor, 1999).  Contrairement a [’immunité acquise
naturellement, les vaccins ne procurent pas une immunité croisée, c’est-a-dire une
immunité contre des infections causées par ’ensemble des sérotypes d’A.
pleuropneumoniae (Nielsen, 1984). Les vaccins disponibles présentement permettent de
réduire 1’intensité des signes cliniques et le taux de mortalité mais ne protégent pas
contre I’infection (Taylor, 1999; Chiers et al. 1998; Fenwick & Henry, 1994). Les
vaccins faits a partir de bactéries tuées induisent une réponse immunitaire vis-a-vis
divers constituants bactériens, mais pas contre les toxines Apx. Ils conférent une
immunité séro-spécifique avec parfois, une immunité croisée avec des sérotypes
partageant des antigenes de la membrane externe et/ou capsulaire (Nielsen, 1985 et
1984). Cette difficulté d’obtenir un vaccin conférant une immunité croisée est
attribuable a D’existence de nombreux facteurs de virulence et des protéines

immunogeénes qui peuvent varier d’un sérotype a 1’autre (Cruz ef al., 1996).



CHAPITRE II

Actinobacillus pleuropneumoniae

INTRODUCTION

Depuis les années 50, les connaissances sur la bactérie A. pleuropneumoniae ont
grandement évolué. La bactérie a été¢ classée dans le groupe de bactéries du genre
Haemophilus et a été reclassée par la suite dans le groupe des bactéries du genre
Actinobacillus. Jusqu’a maintenant, 15 sérotypes ont été identifiés. Les recherches
permettent également de comprendre de fagon plus précise par quels procédés la
bactérie responsable de la pleuropneumonie porcine est en mesure de coloniser les
poumons des porcs et de persister dans cet environnement. C’est donc dans cette
optique que ce chapitre sera amorcé : 1l sera question de I’évolution de la classification
d’A. pleuropneumoniae et des différences majeures entre les nombreux sérotypes en
relation avec les facteurs de virulence et les protéines antigéniques d’4.

pleuropneumoniae.

2.1 L’évolution taxonomique

A. pleuropneumoniae fait partie de la famille des Pasteurellaceae (Pohl et al., 1983).
Dés les premiéres mentions de la bactérie, dans les années 50, celle-ci est classée dans le
groupe des bactéries du genre Haemophilus et porte le nom d’H. parahaemolyticus
(Killian, 1976). Cette classification est basée sur les caractéristiques propres a ce genre :
bacille Gram négatif, non mobile, capsulé et dépendant du nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD) pour sa croissance (Sebunya et al., 1983; Biberstein et al., 1977,
Killian, 1976). En 1964, Shope propose le synonyme Haemophilus pleuropneumoniae,
suite & I’identification formelle de cette bactérie comme étant la cause de la
pleuropneumonie porcine. Enfin, en 1983, Pohl et al. proposent le transfert d’H.

pleuropneumoniae au genre Actinobacillus. Cette proposition est principalement basée



sur ’homologie de la composition en guanine-cytosine (G-C) d’H. pleuropneumoniae et
des bactéries du genre Actinobacillus. En effet, le pourcentage des résidus G-C chez H.
pleuropneumoniae (43,2%) démontre une plus grande similarité avec les bactéries du
genre Actinobacillus, comme A. lignieresii, (44%), qu’avec H. influenzae (38,5%).
Cette différence est également confirmée par les résultats de divers tests biochimiques,
de méme que par ’aspect phénotypique (Pohl et al., 1983). Le nom d’Actinobacillus

pleuropneumoniae est donc proposé et accepté.

2.2 Les sérotypes et les biotypes

Il existe au sain de 1’espéce A. pleuropneumoniae plusieurs sérotypes. C'est-a-dire des
différences au niveau de la génétique qui entraine une variation dans la virulence des
différents sérotypes selon I’expression des différentes protéines. De 1971 a 1986, 12
sérotypes sont identifiés sur la base de la diversité des polysaccharides capsulaires et
dans certains cas, des lipopolysaccharides (pour une revue, voir Taylor, 1999). En 1986,
Nielsen démontre la présence de deux sous-sérotypes chez le sérotype 5 : 5a et Sb. Cette
distinction repose sur la différence des polysaccharides capsulaires. Le sérotype 1 est
également subdivisé en deux sous-sérotypes, la et lb, basé sur les différences

antigéniques des lipopolysaccharides (Jolie et al., 1994 et 1995).

En 1997, deux nouveaux sérotypes, 13 et 14, sont proposés suite a I’étude des nouvelles
souches du biotype 2 isolés en 1989 (Nielsen et al., 1997, Fodor et al., 1989).
Toutefois, des études supplémentaires devraient étre réalisées afin de mieux analyser les
caractéristiques antigéniques des isolats du biotype 2 dans le but de mieux les définir
(Nielsen et al., 1997). Quant au sérotype 15, il avait été classé a tort dans le sérotype
12, d’aprés les divers isolats provenant d’ Australie (Blackall et al., 1999). En 2002, il y
a rectification et la souche de référence HS143 est classée dans un nouveau sérotype car
le profil des toxines sécrétées par la bactérie ne correspond pas au profil du sérotype 12
(Figure 2.4). De plus, les anticorps produits par un porc convalescent permettent de

faire la distinction entre ce sérotype et les autres (Blackall et al., 2002).



Les sérotypes d’A. pleuropneumoniae se divisent en deux groupes distincts, le biovar 1
et le biovar 2. Le biovar 1 regroupe les bactéries dépendantes du NAD pour leur
croissance. Ce groupe comprend les sérotypes 1 & 12 (incluant Sa et Sb) et le sérotype
15. Les souches de référence pour ces quatorze sérotypes sont respectivement Shope
4074, S-1536, S1421, M62, K17, L-20, Femo, WF83, 405, CVI13261, D13039, 56153
et 8329 et HS143 (les sérotypes la et lb n’ont pas encore de souches de référence
distinctes et les deux souches de référence pour le sérotype Sa et Sb sont K17 et L20)
(Blackall, 2002; Mittal et al., 1992). Le biovar 2 regroupe les sérotypes non dépendant
du NAD pour leur croissance (Niven & Lévesque, 1988; Pohl ef al, 1983; Matthews &
Pattison, 1961). Les sérotypes 13 et 14 sont les deux sérotypes connus du biotype 2 et
ont comme souches de référence respectivement N-273 et 3906 (Nielsen et al., 1997,

Fodor et al., 1989).
2.3 Les facteurs de virulence d’A. pleuropneumoniae et leur immunogénicité

Un facteur de virulence est une protéine ou, une composante d’un organisme permettant
le développement de la maladie. Ainsi, un facteur de virulence d’une bactérie participe a
la pathogenese de la maladie. Tandis qu’un immunogene est une composante cellulaire
permettant la stimulation efficace du syst¢éme immunitaire de 1’animal atteint soit, la

production d’anticorps protecteurs.

Durant ’établissement de la pleuropneumonie dans les poumons de porc, plusieurs
composantes cellulaires sont considérées comme facteurs de virulence : les protéines
impliquées dans les 1€sions tissulaires chez le porc ainsi que les protéines qui permettent
a la bactérie A. pleuropneumoniae de survivre dans l’environnement pulmonaire
(Tableau 2.1). Ce sont donc, en majorité, les protéines a la surface de la bactérie ou les
protéines secrétées qui ont un réle & jouer dans I’induction et le développement de la
maladie, tel que mentionné a la section 1.2. Ainsi, les LPS, la capsule et les exotoxines
sont les facteurs de virulence les plus connus et qui expliquent le mieux les atteintes
physiologiques chez 1’animal. Ce sont trois composantes de la bactérie A.

pleuropneumoniae en contact avec I’extérieur donc les plus susceptibles d’étre
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reconnues par le systtme immunitaire du porc et ainsi, induire une réponse humorale.
En effet, ’organisme reconnait les bactéries pathogénes par les composantes externes et
non par les protéines du cytoplasme, hors d’atteinte des cellules du systéme immunitaire

qui sont responsables de la reconnaissance des molécules étrangéres.

D’un point de vue immunogene, ce ne sont pas tous les facteurs de virulence qui sont de
bons candidats pour une utilisation dans la composition de vaccin contre A.
pleuropneumoniae. L’existence des nombreux sérotypes au sein de cette espéce
bactérienne demande une sélection particuliere des protéines antigéniques. En effet,
selon Cruz et al, (1996), pour qu’un antigéne ait le potentiel d’induire une protection
croisée contre les différents sérotypes d’A. pleuropneumoniae, il doit répondre a certains
criteres :

1. Etre présent chez toutes les souches d’4. pleuropneumoniae sans égard pour le
sérotype;

2. Provoquer la production d’anticorps chez le porc lors d’infection naturelle,
indiquant ainsi que la protéine est bien produite au cours de I’infection chez
’héte;

3. EBtre exposé a la surface de la bactérie afin d’étre une cible facile pour les

anticorps et les cellules phagocytaires.

La section qui suit se veut donc une analyse exhaustive des différents facteurs de
virulence d’4. pleuropneumoniae. Ceux-ci seront présentés, tant par leur importance
dans I’établissement de la maladie que par leur caractére antigénique. Les
caractéristiques des génes codant pour ces protéines seront également exposées ainsi que
la présence des différents génes parmi les sérotypes d’A. pleuropneumoniae. Certaines
protéines décrites n’ont pas encore été définies clairement comme étant des facteurs de
virulence car leur réle est encore incompris, mais seront quand méme traitées étant
donné leur caractére antigénique ainsi que leur virulence potentielle chez A.

pleuropneumoniae



TABLEAU 2.1
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Les composantes cellulaires d’A. pleuropneumoniae, leurs r6les associés a la virulence ainsi que leur immunogénicité.

Composantes cellulaires
Capsule

LPS

Exotoxines Apx

OMP  Tbpl et Tbp2
AopA
Inductible par le
maltose
Fimbriae
Lipoprotéine  PalA
OmlA
ApaA
RibA
AroQ
Cysl
Protéases
SOD
Hydroperoxyde réductase
Uréase

Roles dans la virulence

Antiphagocytaire, empéche [’activation du complément, adhérence

cellulaire
Adhésion cellulaire, stimule la production de cytokines
inflammatoires

Lyse cellulaire, stimule la production de cytokines inflammatoires

Liaison a la transferrine du porc (source de fer)

Inconnu
Séquestration du maltose exogéne (source de nutriment)

Adhésion cellulaire

Inconnu
Inconnu

Acquisition de nutriments essentiels a la bactérie

Synthése de la flavine, essentielle & la virulence

Synthése des composés aromatiques, essentielle a la virulence
Syntheése des molécules de cystéine

Dégrade les IgA, I’actine et I’hémoglobine

Protection contre les radicaux libres exogénes
Protection contre les hydroperoxydes

Inconnu, essentielle a la virulence

+

+ 2

2 4+ 0 o+

Références
Ward ef al., 1998; Ward & Inzana, 1994,
Inzana er al | 1988
Paradis et al., 1994 et 1999; Bélanger et
al.; 1990 et 1994, Udéze ef al., 1987
Prideaux et al. 1999 ; Haesebrouck et al |
1997, Maier et al., 1996; Inzanaet al
1991,
Baltes ef al. 2001, Haesebrouck et al.,
1997, Deneer & Potter, 1989a
Cruzetal, 1996

Deneer & Potter, 1989b

Zhang et al. 2000, Pijoan & Trigo, 1990
Freyetal., 1996

Tto et al., 1998; Bunka et al., 1995; Gerlach
etal 1993

Martins & Mulks, 1999

Fuller et al., 1996; Fuller & Mulks, 1995
Ingham et a/., 2002, Lalonde et al., 1994
Willson et al., 2002

Garcia-Cuellar ef al. 2000; Negrete-
Abascal et al., 2000; Negrete-Abascale,
1998

Forest et al., 2000; Langford et al , 1996
Shea & Mulks, 2002

Bossé et al., 2000, 1997; Tascon et al,
1997

Note : + : Stimule la production d’anticorps chez un modéle animal. ; ? : La capacité de stimuler la production d’anticorps n’est pas connue.

I: Antigéne reconnu par les anticorps de sérum de porc convalescent. Les différents termes utilisés pour désigner les protéines se retrouvent
dans le texte et sont expliqués individuellement.



12

2.3.1 Lacapsule

La capsule d’4. pleuropneumoniae est composée de polysaccharides qui forment une
couche fluide et protectrice autour de la bactérie. Chez A. pleuropneumoniae, elle joue
un réle important dans la protection contre la phagocytose et elle participe a 1’adhérence

de la bactérie aux tissus de I’h6te (Ward & Inzana, 1994; Inzana et al., 1988).

Lors de la formation de la capsule, deux étapes sont essentielles : 1’assemblage et
I’exportation des polysaccharides capsulaires vers 1’extérieur de la bactérie. Deux
régions possédant plusieurs genes qui participent a la biosynthese et a I’exportation des
polysaccharides capsulaires d’4. pleuropneumoniae sont identifiées chez le sérotype Sa :

cpsSABCD et cpxDCBA (Ward et al., 1998, Ward & Inzana, 1997).

2.3.1.1 La biosynthese des polysaccharides capsulaires

Ward et al. en 1998, identifient et caractérisent quatre génes, qui appartiennent au méme
opéron et qui codent pour les protéines qui participent a la biosynthése des

polysaccharides capsulaires : cps5A4, cpsSB, cps5C et cps5SD (Figure 2.1).

La présence de deux régions promotrices, indiquées par deux séquences consensus
d’Escherichia coli a —10 (TATAAT) et a =35 (TTGACA) en amont de I’ATG de départ
des génes cpsSA4 et cps5D, suggére deux possibilités lors de la transcription de 1’opéron :
un ARNm contenant le transcrit des quatre génes de ’opéron et un ARNm ou 1’on

retrouve seulement le transcrit du géne cpsSD (Ward et al., 1998)

Le role exact de chacune des protéines pour lesquelles codent ces genes n’est pas encore
connu. Toutefois, leur role au niveau de la virulence d’A. pleuropneumoniae semble
étre important. En effet, une souche mutante d’4. pleuropneumoniae qui n’exprime pas
le produit des génes cps5SABC ne fabrique pas de polysaccharides capsulaires; cette

bactérie mutante inoculée chez le porc s’est avérée incapable d’induire la maladie. Ce
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résultat démontre bien le caractére essentiel de ces trois protéines dans la virulence d’4.

pleuropneumoniae (Ward et al., 1998).

i i Site de terminaison de la transcription indépendant de la
Région promotrice protéine Rho

Cps3B cps3D

FIGURE 2.1. Organisation schématique des génes de Popéron cps5ABCD. Le sens
des fléches indique le sens de la transcription des 4 génes. Une région promotrice
se trouve en amont des génes ¢ps5A4 alors qu’une deuxiéme région promotrice est
située en amont du géne cps5D. Une séquence consensus Shine-Dalgarno se
retrouve 13 pb en amont de chaque codon de départ :la position de la séquence
consensus est indiquée par la courte ligne supplémentaire. Un palindrome se
trouve en aval du géne cps3D et est caractéristique d’un site de terminaison de la
transcription indépendant de la protéine Rho (adaptée de Ward et al., 1998).

2.3.1.2. L’exportation des polysaccharides capsulaires

Une fois la synthese des polysaccharides achevée, d’autres protéines entrent en jeu afin
de les transporter vers ’extérieur de la bactérie pour former la capsule. Quatre génes
qui codent pour ces protéines sont identifiés (Ward & Inzana, 1997). Ces génes, tout
comme ceux qui participent a la biosynthése des polysaccharides capsulaires, se

retrouvent dans un méme opéron (Figure 2.2).

Les séquences d’acides aminés déduites a partir de la séquence nucléotidique de chaque
géne permettent de présumer la formation d’un transporteur de type ABC par les
protéines CpxCBA. C'est-a-dire un transporteur membranaire formé par 3 protéines et
qui utilise I’ATP (adénosine triphosphate) comme source d’énergie. Ces protéines
permettraient donc de déplacer les polysaccharides capsulaires a travers la membrane
cytoplasmique. La protéine CpxD semble étre une protéine intégrale de la membrane
externe et servirait au transport des polysaccharides capsulaires a travers la membrane

externe.
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Les genes impliqués dans ’exportation des polysaccharides capsulaires se retrouvent
chez les sérotypes 1, 2, 5a, 7 et 9. La présence de cet opéron chez les autres sérotypes

d’A. pleuropneumoniae n’a pas été vérifiée (Ward & Inzana, 1997).

i . Site de terminaison de la transcriplion
Région promotrice indépendant de la protéine Rho

FIGURE 2.2 Organisation de I’opéron cpxDCBA chez A. pleuropneumoniae de
sérotype Sa. Le sens des fléches indique le sens de la transcription des quatre génes.
L’opéron se situe en amont du géne cps5A. Une région promotrice caractérisée par
deux séquences consensus a -10 (TATAAT) et -35 (TTGACA) se trouve en amont
de PATG de départ du géne cpxD. Chaque codon de départ est précédé d’une
séquence consensus Shine-Dalgarno : la position de la séquence consensus est
indiquée par la courte ligne supplémentaire. Enfin, un palindrome (boite bleue)
est situé en aval du codon stop du géne cpxA et agirait comme site d’arrét de la
transcription indépendant de la protéine Rho (adapté de Ward & Inzana, 1997).

L’importance de la capsule dans la virulence d’4. pleuropneumoniae a fait I’objet de
plusieurs études. Entre autres, Rioux er al. (2000) démontrent qu’une mutation
empéchant I’expression du gene cpxC de ’opéron cpxDCBA chez A. pleuropneumoniae
des sérotypes 1 et S5a entraine la formation de bactéries non capsulées et,
conséquemment, moins virulentes chez le porc. Cette étude vient confirmer des résultats
similaires obtenus par Ward ef a/. en 1998, mais également par d’autres équipes de

recherche (Ward & Inzana, 1994; Rosandal & Maclnness, 1990).

2.3.2 Les lipopolysaccharides

On retrouve les lipopolysaccharides (LPS) dans la membrane externe des bactéries
Gram négatives. Chez 4. pleuropneumoniae, comme chez les autres bactéries Gram

négatives, les LPS sont composés de trois différentes parties (Figure 2.3).
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» Membrane cytoplasmique

Membrane externe

FIGURE 2.3 Schématisation d’un lipopolysaccharide a) le lipide A, ancré a la
membrane externe et nommé endotoxine; b) le polysaccharide centralet c)
antigéne O, un polysaccharide se trouvant a Pextrémité du LPS (adaptée de
Rioux et al., 1997b).

Suite a I'introduction de la bactérie pathogeéne au sein de I’hote, I'une des premiéres
étapes de I'infection est 1’adhésion bactérienne. 11 est démontré par Bélanger et al.
(1990 et 1994), ainsi que par Paradis et al. (1994 et 1999a), que les LPS sont essentiels a
’adhérence d’A. pleuropneumoniae aux cellules épithéliales de la trachée. Un autre réle
possible des LPS est illustré par Bélanger et al. (1995) lorsqu’ils établissent qu’A.
pleuropneumoniae est en mesure d’utiliser ’hémoglobine de I’héte pour sa croissance
via les LPS. En effet, les LPS lient I’hémoglobine afin de permettre a la bactérie
d’utiliser le fer résultant de la lyse des érythrocytes par les toxines a effet hémolytiques.
Udéze et al. (1987) démontrent également que, lors d’une infection a 4.
pleuropneumoniae, les LPS sont responsables de dommages tels I’cedeme et

I’infiltration de neutrophiles au niveau des tissus pulmonaires.

Les LPS ont aussi la capacité de stimuler le syst¢éme immunitaire du porc afin d’induire
la production d’anticorps. Cependant, des essais de protection induite chez la souris a
’aide d’anticorps dirigés contre les LPS d’A. pleuropneumoniae de sérotype 5,
démontrent que ce type de protection n’est pas efficace (Inzana et al., 1988). Ces
résultats sont confirmés par Rioux et al. (1997a). Ces demiers rapportent
qu’effectivement, les LPS induisent la production d’anticorps chez I’hote. Par contre, la

protection acquise a ’aide de ces mémes anticorps confere une défense dite séro-
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spécifique, ¢’est-a-dire une protection contre des infections subséquentes causées par le
sérotype auquel appartenait les LPS. En ce qui a trait a la caractérisation des génes
codant pour les protéines impliquées dans la biosynthése et le transport des LPS chez 4.

pleuropneumoniae, aucune donné n’est encore disponible.

2.3.3 Les protéines sécrétees

2.3.3.1 Les exotoxines

Quatre différentes exotoxines sont produites par A. pleuropneumoniae (Schaller et al.,
1999; Frey et al, 1993). Elles font partie de la famille des toxines dites « RTX toxins ».
Ces toxines produites par plusieurs bactéries Gram négatives ont en commun une
séquence répétée riche en glycine a leur extrémité C-terminale, d’ou leur nom RTX,
pour « Repeat in Toxin » (Lally et al., 1999, Tascon et al., 1996). Les toxines RTX ont
la particularité d’étre sécrétées dans I’organisme héte. De cette fagon, elles peuvent
atteindre les cellules cibles, s’insérer dans la membrane, et ainsi former un canal
membranaire perméable a certains ions, causant alors des dommages tissulaires (Lally,
1999; Maier et al., 1996). Chez A. pleuropneumoniae, les toxines RTX portent les noms
Apxl, ApxIl, ApxIII et ApxlV, pour « A. pleuropneumoniae RTX-toxin » (Schaller et
al., 1999; Frey et al., 1993). Ces exotoxines sont d’une grande importance car elles sont

essentielles a la virulence de la bactérie (Maier et al., 1996; Frey, 1995).

ApxI est une protéine de 105 kilodaltons (kDa) sécrétée par les sérotypes 1, 5, 9, 10, 11
et 14 (Blackall et al., 2002; Schaller et al., 2001; Jansen et al., 1994b; Kamp et al.,
1991; Frey & Nicolet, 1990). Elle est fortement hémolytique et fortement cytolytique

pour les macrophages alvéolaires et les neutrophiles (Kamp et al., 1991).

ApxII est modérément hémolytique et cytotoxique pour les macrophages alvéolaires et
les neutrophiles. Son poids moléculaire est d’environ 103 kDa (Jansen et al., 1994b;

Kamp et al.,, 1991). Tous les sérotypes produisent cette toxine, a 1’exception des
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sérotypes 10 et 14 (Blackall et al., 2002; Schaller et al., 2001; Jansen et al., 1992b;
Kamp et al., 1991).

ApxIII est une toxine de 120 kDa, ne posséde pas d’activité hémolytique mais a une
activité cytotoxique contre les macrophages alvéolaires et les neutrophiles. Les
sérotypes 2, 3, 4, 6, 8 et 15 produisent cette toxine (Blackall et al., 2002; Jansen et al.,
1994; Kamp et al., 1991).

Enfin, une quatrieme toxine de type RTX a été identifiée récemment : ApxIV (Schaller
et al., 1999). Le sérotype 1 produit ApxIV, une toxine de 202 kDa et, chez le sérotype
3, ApxIV a un poids moléculaire de 170 kDa. Il semblerait que cette différence soit due
principalement a la variation du nombre de répétitions des séquences riches en glycine a
I’extrémité C-terminale de la protéine (Schaller et al., 1999). Tous les sérotypes
possedent la région codante apx/VA et la production in vivo de la protéine a été
démontrées chez tous les sérotypes sauf pour le sérotype 15. Il semblerait que cette
protéine ne soit pas exprimée in vitro (Blackall ef al., 2002; Cho & Chae, 2001; Schaller
et al., 2001 et 1999).

2.3.3.1.1 L’organisation des différents génes apx

Les opérons de ces toxines sont bien caractérisés et contiennent quatre génes distinctifs
qui sont les génes apxC, apxA, apxB et apxD, selon ’ordre de transcription. Le géne
apxC code pour la protéine activatrice de la toxine. Cette activation consiste en ’ajout
d’une chaine d’acides gras sur une lysine au niveau de la section N-terminale de la
protéine. C’est cette chaine d’acides gras qui permettrait a la toxine d’amorcer la
formation d’un canal membranaire dans la membrane des cellules eucaryotes (Lally et
al., 1999). Le géne apx4 code pour la toxine inactive. Les genes apxB et apxD codent
pour des protéines associées a la membrane externe de la bactérie et sont nécessaires a la
sécrétion de la toxine (Lally et al., 1999; Frey et al., 1993). L’organisation des quatre
génes des opérons des différentes toxines est caractéristique des toxines RTX et est

représentée par 1’organisation de 1’opéron apxICABD (Figure 2.4). La présence d’une
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région promotrice en amont des genes apx/C et apxIB ainsi que la présence d’une région
d’arrét de la transcription indiquent plusieurs transcrits possibles ; un ARNm composé
du transcrit des geénes apxICA inductible par le calcium et un deuxiéme, composé du
transcrit des genes apx/CABD (Gygi et al., 1992). La concentration élevée de calcium
dans le milieu interstitiel pulmonaire différente de la concentration retrouvée chez les
bactéries, permettrait a 4. pleuropneumoniae de reconnaitre cette différence en tant que

signal pour la production et la sécrétion des exotoxines (Gygi et al., 1992).

On retrouve dans |’opéron apx/ les quatre génes mentionnés ci-haut. L’opéron apx/]
possede, quant a lui, le gene codant pour la toxine, ainsi que celui pour la protéine
activatrice conservée dans le méme ordre pour la transcription. Les souches produisant
la toxine ApxII utilisent donc le produit des génes apxIB et apx 1D pour la sécrétion, a
Pexception des souches du sérotype 3 ou la sécrétion dépend du prodﬁit des geénes
apxIIIBD (Jansen et al., 1994b et 1992). Enfin, I’opéron apr] est toujours présent en
entier (Jansen ef al., 1994b). Ces trois toxines sont transcrites et traduites in vivo ainsi
qu’in vitro (Frey et al., 1993). En ce qui a trait a la toxine ApxIV, seulement deux genes
sont identifiés : le géne apxIVA avec, en amont, le géne activateur de la toxine (Figure

2.5) (Schaller et al., 1999).

Région promotrice Site de terminatson de la transcription
indépendant de la protéine Rho

-35 -10

FIGURE 2.4 Représentation schématique de I’opéron apxICABD chez la bactérie
A. pleuropneumoniae de sérotype 1. Une séquence Shine-Dalgarno se trouve en
amont de PATG de départ de chaque géne : la position de la séquence consensus
est indiquée par la courte ligne supplémentaire. Un palindrome caractéristique
d’un site d’arrét de la transcription se trouve en aval des génes apxIA et apxID.
Enfin, une région promotrice (boite rouge) caractérisée par deux séquences
consensus se trouve en amont des génes apxIC et apxIB (adaptée de Frey et al.,
1991 et Smits et al., 1991).
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En 1999, Schaller et al. caractérisent apxIVA chez les sérotypes 1 et 3 d’A.
pleuropneumoniae. En amont de I’ATG de départ se trouve une séquence consensus
Shine-Dalgarno. En aval se trouve une séquence potentielle d’arrét de la transcription
indépendante de la protéine Rho. La longueur d’apx/VA varie d’un sérotype a I’autre,
selon le nombre de répétitions de la séquence riche en glycine a I’extrémité C-terminale
(Schaller et al., 2001 et 1999). ApxIV du sérotype 3 posseéde 14 répétitions de la région
riche en glycine alors que le sérotype 1 en présente 24 (Schaller et al., 1999). En aval
du géne apxIVA, chez les deux sérotypes étudiés, se trouve une séquence caractéristique
d’un site d’arrét de la transcription dépendante de la protéine Rho. Un cadre ouvert de
lecture (ORF, open reading frame) est présent en amont du gene apxI/VA et celui-ci est
précédé d’une région promotrice. La protéine produite par cet ORF est essentielle a
’activité de la toxine ApxIV; cette protéine n’a aucune homologie avec ApxC produite

par le géne apxIC, apxIIC ou apxIIIC (Figure 2.5) (Schaller et al., 1999).

2.3.3.1.2 Les toxines Apx : leur r6le dans la virulence d’A4. pleuropneumoniae et leur

antigénicité.

La virulence d’A. pleuropneumoniae est en grande partie expliquée par la présence des
exotoxines. Comme il a ét¢ mentionné précédemment, ces protéines forment des pores
membranaires entrainant la lyse des cellules du porc telles les érythrocytes, les
macrophages et les neutrophiles. Certains résultats démontrent également qu’il y a une
corrélation entre le nombre de toxines secrétées et le degré de virulence d’A.
pleuropneumoniae. Les sérotypes produisant les trois toxines démontreraient une plus
grande virulence que ceux ne produisant qu’une toxine (Frey, 1995). De plus, les
sérotypes qui produisent la toxine ApxI seraient également plus virulents. Cette
hypothése est confirmée par la virulence modérée des sérotypes du biotype 2 qui

produisent seulement la toxine ApxIl {Dom et al., 1992).

Un essai d’immunisation de porcs a I’aide d’une souche ne sécrétant aucune toxine s’est
avéré inefficace pour protéger les porcs contre une infection a 4. pleuropneumoniae.

(Haesbrouck et al., 1997; Inzana et al., 1991). Ces résultats démontrent que les toxines
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doivent étre utilisées dans la composition de vaccins faits a partir des composantes de la
bactérie. La méme expérience a été reprise par Prideaux et al. (1999), mais cette fois,
c’est le géne activateur de toxine d’A. pleuropneumoniae (apxIIC) de sérotype 7 qui est
inactif. De cette fagon, la bactérie produit la toxine mais celle-ci demeure inactive.
Cette souche a démontré une virulence atténuée et lors des essais d’immunisation, a
conféré une protection efficace contre une infection a 4. pleuropneumoniae de sérotype
1. Ce genre de vaccin fabriqué a partir de bactéries vivantes assure une protection

croisée contre les différents sérotypes d’A. pleuropneumoniae.

2.3.3.2 Les protéases

A. pleuropneumoniae de sérotype 1 sécréte dans le milieu des protéases de différents
poids moléculaires. Ces protéases dégradent les IgA de porc, I’actine (composante du
cytosquelette cellulaire) ainsi que 1’hémoglobine porcine. Cette activité envers
I’hémoglobine est tres intéressante car il pourrait s’agir d’un mécanisme d’acquisition
de fer (Negrete-Abascal et al.,, 1994). De plus, il est intéressant de noter qu’A.
pleuropneumoniae libére dans le milieu environnant des vésicules contenant des toxines
Apx ainsi que des protéases. Ce mécanisme pourrait étre une fagon pour la bactérie
d’éviter 1’action antibactérienne de 1’hdte et ainsi produire des dommages tissulaires
accrus (Negrete-Abascal ei al., 2000). A. pleuropneumoniae de sérotype 1 produit une
protéase de 200 kDa qui peut étre isolée a partir d’un surnageant de culture. Cette
protéase est reconnue par les anticorps contenus dans le sérum de porcs convalescents a
la pleuropneumonie induite par les sérotypes 1, 2, 5, 8 et 9 (Negrete-Abascale, 1998).
A. pleuropneumoniae produit également une métalloprotéase de 24 kDa (Garcia-Cuellar
et al. 2000). Cette protéine, présente chez les sérotypes 1 a 12, est reconnue elle aussi
par les anticorps contenus dans le sérum de porcs convalescents. Les protéases
pourraient donc jouer un role important dans la stimulation du systéme immunitaire de
’hote. Aucune donnée sur les génes qui codent pour ces protéines n’est encore

disponible.
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Sérotypes Apxl ApxII ApxIll ApxIV Toxines sécrétées

1,5,9,11 clalsB n C|A ApxI, ApxIl et ApxIV

10 clals Apxl et ApxIV

2,4,6,8 5D o0 n ApxIL, ApxIII et ApxIV
o —

—
7,12,13 nn €| A ApxIl et Apx IV

3 B0 B ApxIT, ApxIII et ApxIV
14 (c[a]B]n] Apxl et ApxIV

15 (clals]p] | B ApxL, ApxITII (ApxIV *)

FIGURE 2.5. Représentation schématique de Porganisation des différents opérons des toxines Apx chez les différents
sérotypes d’Actinobacillus pleuropneumoniae. C : géne codant pour la protéine activatrice de la toxine. A : géne codant pour
la toxine. B et D : génes codant pour les deux protéines essentielles a la sécrétion des toxines. X : géne codant pour la protéine
activatrice de la toxine ApxIV. * L’expression d’ApxIV chez le sérotype 15 est encore incertain (Blackall ef al., 2002; Cho &
Chae, 2001; Schaller et al., 2001 et 1999; Jansen et al., 1994 et 1992; Frey et al., 1993; Kamp et al., 1991; Frey & Nicolet, 1990).
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2.3.4 Les protéines de la membrane externe

Tel que déja précisé précédemment, la majorité des facteurs de virulence sont des
protéines de la membrane externe. De plus, les protéines immunogénes chez le porc
sont des protéines exposées a l’extérieur de la bactérie, c’est-a-dire des protéines
ancrées dans la membrane externe (Haesbrouck et al., 1997; Cruz et al., 1996). La
production de certaines de ces protéines est inductible dans des conditions
particuliéres telles qu’en restriction de fer, ou encore en restriction de maltose
(Deneer & Potter, 1989a et 1989b). Ceci laisse présumer que dans certaines
conditions propres a I’hdte, la bactérie pourrait exprimer certaines protéines
essentielles a un stade d’infection particulier ou exprimer des protéines conférant a la

bactérie la capacité de s’adapter au milieu environnant afin de favoriser sa survie.

L’importance des protéines de [a membrane externe dans I’induction de la
pleuropneumonie et dans la stimulation de la production d’anticorps protecteurs par
le porc est également illustrée par Twhaits et Kadis (1991) et par Beaudet et al.
(1994). Twhaits et Kadis réussirent a isoler quatre protéines de la membrane externe
d’A4. pleuropneumoniae. Ils démontrent dans un premier temps que ces protéines
sont immunogenes chez le porc et, dans un deuxiéme temps, que les anticorps
produits permettent d’augmenter la phagocytose d’A. pleuropneumoniae par les
macrophages pulmonaires du porc. D’autres établissent que des extraits de
membrane externe permettent de stimuler le systéme immunitaire du porc (Beaudet

etal., 1994).

2.3.4.1 Les protéines de fixation a la transferrine

En 1995, Gonzalez et al. caractérisent deux génes codant pour des protéines de
liaison a la transferrine chez A. pleuropneumoniae de sérotype 7 : thpA et thpB. Le
géne thpA code pour une protéine, Tbpl, de 102 kDa (Gonzalez et al., 1995). La
région N-terminale de la protéine est caractéristique d’une séquence codant pour une
séquence d’exportation (« leader peptide ») et en position 23 se situe le site de
clivage par I’enzyme « leader peptidase ». Le geéne tbpB code pour une protéine de
60 kDa (Gonzalez et al., 1995; Gerlach et al.,, 1992a et 1992b). Les dix-neuf
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premiers acides aminés de la protéine Tbp2 forment la séquence d’exportation avec
une cystéine en position 20, indiquant un site de clonage pour une « leader
peptidase » (Gerlach er al., 1992a et 1992b). Les deux génes sont organisés dans un
méme opéron (Figure 2.6) ( Tonpitak et al., 2000; Gonzalez et al., 1995).

Site de termunaison de la transcription
indépendant de la protéine Rho

! I

Région promotrice

FIGURE 2.6 Organisation de ’opéron exbBD-tbpBA d’A. pleuropneumoniae de
sérotype 5. Les doubles lignes indiquent les régions ou se trouve une séquence
consensus caractéristique de la séquence Shine-Dalgarno. En amont du géne
thpB, on retrouve, en position —10 et —35, une région promotrice caractérisée
par deux séquences consensus de E. coli: TATAAT et TTGACA
respectivement. Une région d’arrét de la transcription indépendante de la
protéine Rho se trouve en aval du géne thpA (adaptée de Gonzalez ef al., 1995).

Les protéines ExbBD semblent toutes les deux essentielles au mécanisme par lequel
A. pleuropneumoniae acquiert le fer suite 4 la fixation & la transferrine a I’aide de
TbpAB. A ce jour, malgré I’identification d’une seule région promotrice en amont
du gene tbpB, le seul transcrit identifié contenait le transcrit des génes exbBD - thpB.
Ce résultat nous indique qu’il existe un autre promoteur en amont de ces génes qui
est régulé par le fer. Cette organisation génétique de 1’opéron, d’abord caractérisée
chez le sérotype 7, semble se retrouver chez les sérotypes 1 a 12 d’4.

pleuropneumoniae (Tonpitak et al., 2000).

La protéine TbpA forme un canal transmembranaire au niveau de la membrane
externe et TbpB est une lipoprotéine ancrée a la membrane externe via un lipide.
Ces protéines sont importantes dans le mécanisme d’absorption du fer via la
transferrine et sont présentes lorsqu’A. pleuropneumoniae se retrouve dans des
conditions limitantes en fer (Haesebrouck et al., 1997, Deneer & Potter, 198%9a). De
plus, Baltes er al. (2001) confirment que la protéine TbpB de fixation a la
transferrine est essentielle a la virulence d’A. pleuropneumoniae. En effet, le mutant

qui n’exprime plus la protéine TbpB n’est plus en mesure d’utiliser le fer provenant
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de I’hote, et est donc dans I’impossibilité de causer la maladie. Wilke et al., (1997),
ainsi que Rossi-Campos ef al. (1992) démontrent que TbpA et TbpB, les deux
protéines de fixation & la transferrine chez A. pleuropneumoniae, sont hautement

immunogeénes et induisent une immunité protectrice chez le porc.
2.3.4.2 Protéine de la membrane externe, AopA

Des extraits de membrane externe d’A. pleuropneumoniae permettent 1’identification
d’une protéine de 48 kDa par Cruz et al. (1996). La protéine porte le nom de AopA
pour « Actinobacillus pleuropneumoniae outer membrane protein ». Cette protéine
isolée du sérotype 5 ainsi que du sérotype 1a, induit la production d’anticorps chez le
porc. L’immunisation, ainsi acquise, permet une protection contre des infections
subséquentes a A. pleuropneumoniae des sérotypes 5 et la. La protéine AopA est
donc intéressante pour son potentiel antigénique. Outre sa capacité a induire une
production d’anticorps chez le porc, I’intérét pour cette protéine provient également
de sa présence chez tous les sérotypes d’A. pleuropneumoniae (toutefois, aucune
donnée n’est disponible pour les sérotypes 13, 14 et 15 qui étaient alors inconnus)

(Cruz et al., 1996).

Aucune séquence homologue a une séquence d’exportation n’est présente dans le
géne. Par conséquent, la séquencé nucléotidique du géne associé a la protéine ne
donne -aucun indice quant au mode de transport jusqu’a la membrane externe.
Aucune séquence ne correspond aux séquences consensus de E. coli permettant
d’identifier une région promotrice et une séquence Shine-Dalgarno en amont de
I’ATG de départ (Cruz ef al., 1996). Ce qui implique probablement que ce géne se

retrouve dans un opéron.
2.3.4.3 La protéine inductible au maltose

Lorsque A. pleuropneumoniae croit dans des conditions limitantes en maltose, c’est-
a-dire dans des conditions ou le maltose est en faible concentration, la bactérie
augmente la production d’une protéine de 42 kDa (Deneer & Potter, 1989b). Cette

protéine agirait comme un canal membranaire permettant le passage du maltose
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exogeéne a travers la membrane externe. Les sérotypes étudiés, soit les sérotypes 1 a
7, produisent cette protéine. De plus, la protéine produite par chaque sérotype est
reconnue par les anticorps contenus dans le sérum d’un porc convalescent a la
pleuropneumonie porcine causée par 4. pleuropneumoniae de sérotype 1 (Deneer &
Potter, 1989b). Cependant, toutes les souches ne réagissent pas a une diminution du
maltose dans le milieu environnant. En effet, parmi les différentes souches des
sérotypes étudiées une variabilité a été observée dans I’intensité de la réponse de la
bactérie au sein des différentes souches d’un méme sérotype. Certaines souches
étaient méme insensibles a ce changement. Toutefois, il n’a pas encore été établi
que la variabilité de la réponse a la diminution de maltose pourrait correspondre a la
variabilité de la virulence d’A. pleuropneumoniae. (Deneer & Potter, 1989b). Le

géne codant pour cette protéine n’a pas encore été caractérisé.
2.3.4.4 Les fimbriae

Les fimbriae apparaissent étre importants lors de 1’adhésion des bactéries pathogenes
aux cellules de 1’héte parasité (Pijoan & Trigo, 1990). L’étude réalisée par Utrera et
Pijoan (1991) démontrent que, chez A. pleuropneumoniae, les fimbriae s’expriment
sous certaines conditions. Ainsi, une souche isolée a partir d’un modeéle animal et
ensemencée sur un milieu de culture, perd 1’expression des fimbriae. Zhang et al.
(2000), identifient un fimbriae de type 4 chez A. pleuropneumoniae : la sous-unité de

17 kDa est présente chez les sérotypes 1, 2, 7 et 12,
2.3.5 Les lipoprotéines
2.3.5.1 Lalipoprotéine PalA

Frey et al, en 1996, isolérent une protéine de la membrane externe, fortement
immunogeéne, de 14 kDa présente chez les sérotypes 1 a 12. Peu de données sont
présentement disponibles quant & son role dans la virulence de cette protéine. Par
contre, sa capacité a induire une forte réponse immunitaire chez le porc donne déja
des indications sur I’'importance que cette protéine pourrait avoir dans le diagnostic

sérologique de la maladie et dans la production d’un vaccin (Frey et al., 1996).
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Le geéne codant pour PalA est précédé par une séquence consensus caractéristique
Shine-Dalgarno, 6 pb (paires de bases) en amont de I’ATG de départ. Au début de
la région codante se trouve une séquence codant pour une séquence d’exportation.
Cette séquence se caractérise par une région hydrophobe typique des lipoprotéines,
Leucine-Alanine-Alanine-Cystéine. Au niveau du site de clivage de I’enzyme
« signal peptidase II » on retrouve une Cys® et une Ser’', ce qui est caractéristique

des protéines de la membrane externe (Frey et al., 1996).
2.3.5.2 OmlA, une lipoprotéine de la membrane externe

Le gene omlA d’A. pleuropneumoniae de sérotype 1 est identifié par Gerlach et al.
(1993). Ce gene, de 1083 pb, code pour une protéine de 39 kDa. La région codante
est précédée, a 8 pb en amont de I’ATG de départ, d’'une séquence consensus Shine-
Dalgarno. Une région riche en résidus alanine et thymine en position —10 et -30 en
amont du codon de départ, est caractéristique de la séquence consensus des
promoteurs de E. coli. Enfin, en aval du codon stop, un palindrome de 26 pb est
typique d’une région de terminaison de la transcription indépendante de la protéine

Rho.

Les 19 premiers acides aminés de la protéine sont caractéristiques d’une séquence
d’exportation d’une lipoprotéine avec une Cys®. Le géne omld est présent chez les
sérotypes 1 a 12 d’A. pleuropneumoniae. Aucune mention n’est encore faite en ce
qui concerne les sérotypes 13, 14 et 15. Les sérotypes 2, 8, 9, 11 et 12 produisent
une protéine homologue détectée par le sérum produit a partir de OmlA d’A4.

pleuropneumoniae sérotype 1 (Gerlach et al., 1993).

A. pleuropneumoniae sérotype 7 produit également une lipoprotéine identifiée sous
le nom de OmlA (OmlA5) (Ito et al., 1998). Cette lipoprotéine présente une forte
homologie avec OmlA du sérotype 1 (OmlA,) et OmlA du sérotype 5 (OmlAs) (Ito
et al., 1998; Bunka et al., 1995; Gerlach et al., 1993). Bunka et al. (1995) ont
déterminé que les protéines OmlA provenant des sérotypes 5a, 5b et 10 présentent de
fortes homologies entre elles. Des analyses subséquentes permettent de déterminer

la présence d’une protéine homologue chez les sérotypes 3, 4, 6 et 7 (Ito et al, 1998).
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Ito et al. (1998) présentérent donc OmlA comme une protéine produite par tous les
sérotypes mais arborant un profil antigénique permettant de les classer en trois
catégories selon leur similarité avec OmlA;, OmlAs ou OmlA7. Aucun résultat ne
démontre encore I’absence ou la présence de cette protéine chez A.

pleuropneumoniae des sérotypes 13, 14 ou 15.

La capacité de la lipoprotéine OmlA a induire une réponse humorale a été ¢tudiée
par plusieurs équipes de recherche. Il semble que cette protéine soit en mesure
d’assurer une i1mmunité partielle contre les souches homologues d’A4.
pleuropneumoniae. En effet, les résultats d’études menées par Bunka et al. (1995),
ainsi que par Gerlach et al. (1993) démontrent qu’OmlA provenant d’4.
pleuropneumoniae des sérotypes 1 et 5 induisent toutes les deux la production
d’anticorps. Cette derniére est efficace afin de prévenir I’évolution mortelle de la
maladie. Malheureusement, la protection ainsi induite ne prévient pas I’infection a

A. pleuropneumoniae de méme sérotype (Bunka et al., 1995; Gerlach et al., 1993).

2.3.5.3 La lipoprotéine ApaA

Un géne codant pour une protéine immunogeéne de 29 Kda ayant une forte
homologie avec un transporteur de type ABC est identifié chez 4. pleuropneumoniae
de serotype 5 (Martin & Mulks, 1999). Cette protéine pourrait avoir un réle dans
I’absorption de nutriments essentiels a la survie de la bactérie dans I’hote, et ainsi,
étre importante dans les mécanismes de pathogenése (Martins & Mulks, 1999). La
séquence du géne est précédée d’une séquence consensus Shine-Dalgarno a 5 pb en
amont de ’ATG de départ. En aval du géne se retrouve une séquence répétée
inversée de 16 pb qui correspondrait & une région de terminaison de la transcription
indépendante de la protéine Rho. La région N-terminale de la protéine contient 22
acides aminés qui forment une région hydrophe agissant comme une séquence
d’exportation. Cette séquence contient ¢galement un site de clivage en avant de la
cystéine située en position 23. En position 24 se situe un résidu aspartate, indiquant
que la protéine sera située dans l’espace périplasmique et non au niveau de la

membrane externe (Martins & Mulks, 1999).
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2.3.6 Les protéines cytoplasmiques

1l est évident que les protéines cytoplasmiques ne sont pas celles qui participent a la
stimulation de la réponse humorale chez I’hdte. Par contre, elle sont intéressantes par
leur participation a la virulence bactérienne en favorisant la survie de la bactérie dans
I’animal hote. Ces protéines sont donc tres intéressantes afin de produire des vaccins
a partir de bactéries vivantes. Les bactéries incluent dans ce type de vaccin
pourraient stimuler la production d’un réponse humorale par I’hote tout en ayant une

durée de vie raccourcie les empéchant d’induire la maladie.
2.3.6.1 Les protéines pour la biosynthese de la riboflavine

La riboflavine (vitamine B;), un précurseur de la coenzyme flavine est essentielle au
métabolisme de base des bactéries. Plusieurs bactéries pathogenes sont incapables
d’utiliser la flavine exogene et dépendent donc de la production endogéne de
riboflavine (Fuller & Mulks, 1995). Quatre génes, organisés dans un méme opéron,
sont impliqués dans la biosyntheése de la riboflavine chez 4. pleuropheumoniae de
sérotype 5: ribGBAH (Figure 2.7).

Site de terminaison de la transcription
indépendant de la protéine Rho

Région promotrice
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FIGURE 2.7 Schéma représentant Iopéron des génes impliqués dans la
biosynthése de la riboflavine chez A. pleuropneumoniae de sérotype 5. Chaque
géne est précédé d’un site de liaison au ribosome (représentée par une ligne
supplémentaire). On retrouve également en amont du geéne ribG et du gene
ribH, deux séquences consensus d’une région promotrice situées a —10 et 35 de
PATG de départ. Une séquence répétée en aval du geéne ribH pourrait agir
comme une séquence d’arrét de la transcription indépendante de la protéine
Rho (Adaptée de Fuller & Mulks, 1995).
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Afin de bien déterminer 'importance de cette protéine quant a la virulence de la
bactérie, une souche mutante au niveau des génes rib4 et ribB d’A.
pleuropneumoniae de sérotype 1 a été produite (Fuller et al., 1996). Cette souche
mutante s’est avérée incapable d’induire la maladie, méme a de fortes doses
d’inoculation chez le porc. Lors de la restauration de I’opéron, cette méme souche a
recouvr€ la capacité de causer la maladie et de croitre sans source de riboflavine
exogene. Un vaccin vivant fut dont élaboré par Fuller et al. en 2000 & partir d’une
souche d’A. pleuropneumoniae avirulente. Ce nouveau vaccin permis de protéger
des porcs, de fagon significative, contre de subséquentes infections (Fuller et al.,

1996).
2.3.6.2 L’enzyme 3-déhydroquinase

Lalonde et al. (1994) se sont intéressés a I’enzyme 3-déhydroquinase car chez E. coli
elle est essentielle a la synthése du précurseur de I’acide folique, élément
indispensable au métabolisme bactérien. Cette enzyme, la 3-déhydroquinase
(AroQ), est également nécessaire au cycle de biosynthése de certains composés
aromatiques : le tryptophane, la tyrosine et la phénylalanine. Etant donné qu’A.
pleuropneumoniae est en mesure de croitre dans un milieu sans tryptophane, cela
implique 1’existence d’une voie métabolique pour la synthése des composés

aromatiques (Lalonde et al., 1994).

Afin de vérifier I'importance de ce geéne dans la virulence d’A. pleuropneumoniae,
une souche mutante du sérotype 1 n’exprimant pas AroQ a été inoculé chez le porc.
Les résultats illustrent que cette souche est significativement moins virulente que la
souche sauvage chez le porc et que cette mutation affecte la durée de vie de la
bactérie chez 1’'hdte. En effet, aprés seulement six jours d’infection, la bactérie
mutante n’a pu étre isolée a partir des poumons des porcs infectés (Ingham et al.,
2002). Des travaux restent encore a faire quant a savoir si une protection contre la

pleuropneumonie est possible a 1’aide de cette souche mutante (Ingham et a/, 2002).

La région codante pour le géne aroQ est identifiée par Lalonde et al. (1994). Le

géne aro( code pour une protéine d’environ 22,6 kDa.
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2.3.6.3 L’hémoprotéine NADPH-sulfite réductase

L’hémoprotéine NADPH-sulfite réductase (Cysl) participe a la synthése de la
cystéine chez E. coli et Salmonella typhimurium (Ostrowski et al., 1989). Chez A.
pleuropneumoniae la région codante pour cette protéine fait partie d’un opéron
constitué de 3 geénes : cysJ, cysl et cysH (Willson et al., 2001). Méme s’il s’agit
d’une protéine cytoplasmique, elle peut quand méme avoir un réle important dans la
défense de 1’hote. En effet, lors du processus d’infection par une bactérie, des
antigenes sont libérés a la mort des bactéries. Ces protéines peuvent étre reconnues
par le systtme de défense de 1’animal et ainsi stimuler la production d’anticorps
protecteurs (Mosier et al., 1998). Les protéines Cysl provenant d’4.
pleuropneumoniae des sérotypes 1 et 5a ont donc été utilisées afin d’induire une
immunité chez le porc. Cette protéine s’est avérée fortement antigénique que ce soit
pour le sérotype 1 ou 5a. L’observation des porcs immunisés, suite a une induction
de la maladie par 4. pleuropneumoniae avec le sérotype homologue a permis de
constater une diminution de 70% du taux de mortalité chez les porcs (Willson et al.,
2001). Ce résultat démontre donc I’importance de la protection induite par la

protéine Cysl contre des infections a A. pleuropneumoniae.

Le géne codant pour cette protéine a une longueur de 1766 pb et code pour une
protéine de 66,5 kDa. Le geéne est précédé d’une séquence consensus Shine-

Dalgarno (AGGAG) 7 pb en amont de I’ATG de départ (Willson ef al., 2001).
2.3.6.4 La superoxyde dismutase

A. pleuropneumoniae produit deux superoxydes dismutases: SodA et SodC
(Langford et al., 1996). La région codant pour I’enzyme superoxyde dismutase Cu-
Zn dépendante (SodC) est identifiée par Langford et al. (1996) chez le sérotype 3
d’A4. pleuropneumoniae. Le géne, de 1038 pb, code pour une protéine de 18 kDa.
En positions —10 et -35, en amont de I’ATG de départ, se trouve la région
promotrice caractérisée par une séquence consensus d’E. coli. Un palindrome en
aval du geéne est identifié comme région de terminaison de la transcription
indépendante de la protéine Rho. La séquence en acides aminés permet d’identifier

localisée dans les 23 premiers acides aminés une séquence d’exportation avec une
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séquence Alanine-Histidine-Alanine, caractérisant le site de clivage d’une « leader

peptidase ».

La protéine SodC est a distinguer de SodA qui est responsable du contréle des
radicaux superoxydes endogenes (Forest et al., 2000). SodC est, quant a elle,
responsable du contrdle des radicaux superoxydes déchargés par les neutrophiles et
les macrophages lors de ’infection (Forest et al., 2000; Langford ef al., 1996). Si
I’on considere que I’inflammation provoquée lors d’une infection a A.
pleuropneumoniae est principalement modulée par la présence et ’action des
macrophages alvéolaires ainsi que des neutrophiles (Huang et al., 1999), il est
raisonnable de spéculer que cette enzyme, chez 4. pleuropneumoniae, pourrait jouer
un role dans la virulence de la bactérie, surtout en ce qui a trait aux mécanismes
d’adaptation a son milieu (Langford ef al., 1996). Par contre, les résultats d’une
étude menée par Sheehan et al., parus en 2000, démontrent que I’induction de la
pleuropneumonie chez le porc, suite a I’introduction d’une souche qui n’exprime pas
I’enzyme SodC, est pleinement efficace. Les données sur SodC demeurent
insuffisantes pour la détermination de son role exact ou pour confirmer ’utilité de

cette enzyme dans la composition de nouveaux vaccins.

2.3.6.5 L’hydroperoxyde réductase

Shea et Mulks (2002) identifient [’hydroperoxyde réductase par une technique
d’identification de génes induits en condition in vivo (IVET : In vivo Expression
Technology), lors d’une infection chez le porc par A. pleuropneumoniae. Ce gene,
d’une longueur de 423 pb, code pour une protéine de 143 acides aminés. En amont
du géne se trouve une séquence Shine-Dalgarno et en aval du codon stop se trouve
une palindrome oeuvrant probablement comme site de terminaison de la

transcription (Shea & Mulks, 2002).

Cette enzyme chez d’autres bactéries pathogenes n’est produite qu’en présence
d’hydroperoxydes et non de peroxydes d’hydrogene ou de superoxydes. Les
hydroperoxydes sont des lipides oxydés qui ne sont pas détoxifiés par la SodC ni par
la SodA. Cette classe de radicaux oxygénés peut étre produite soit par les

phagosomes suite & la phagocytose des bactéries par les macrophages, soit par le
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contact de certains radicaux libres avec la membrane cellulaire des cellules
eucaryotes (Miller & Britigan, 1997). Peu de données sont présentement disponibles
quant a I’implication de cette enzyme dans la virulence de la bactérie. Par contre, il
est intéressant de noter que les sérotypes 2, 8, 10 et 12 d’4. pleuropneumoniae n’ont
pas de région codant pour cette enzyme et sont sensibles aux stress oxydatifs induits
par la présence de n’importe quels radicaux libres. Cette nouvelle enzyme pourrait
donc jouer une réle dans la protection de la bactérie contre certains radicaux
oxygénés se trouvant dans I’environnement de la bactérie lors d’infection chez I’hote

par d’A. pleuropneumoniae (Shea & Mulks, 2002).

2.3.6.6 L’uréase

En 1997, Bossé et al. démontrent qu'd. pleuropneumoniae posséde la méme
organisation génétique pour la production d’une uréase active chez un grand nombre
de bactéries comme démontré par Burne & Chen (2000). Les genes uredABC se
trouvent au début de 1’opéron, suivi des geénes ure DEFG. La région de 615 pb entre
ureABC et ureDEFG contient un ORF codant pour une protéine inconnue, UreX.
(Bossé & Maclnnes, 1997). L’enzyme uréase est composée de trois sous-unités : c,
B ety. Ces dernieres sont les produits des genes ureABC (Bossé & Maclnnes, 1997).
La biosynthése d’une uréase active demande I’expression des quatre genes
accessoires ureDEFG. La protéine UreE agit comme transporteur nickel, élément
essentiel a ’activité de ’'uréase. Les protéines UreDFG agissent comme protéines
stabilisatrices afin de permettre & ’enzyme de préserver sa conformation pour fixer

le nickel (Burne & Chen, 2000).

Des essais avec des souches mutantes qui ne présentent pas d’activité de 1’uréase,
suggerent que cette enzyme est nécessaire a 4. pleuropneumoniae afin de pouvoir
induire la maladie (Bossé et al., 1997, 2000). En effet, lors d’une infection avec une
souche mutante d’4. pleuropneumoniae inapte a produire une uréase active, cette
souche s’est avérée incapable de causer la pleuropneumonie (Bossé et al., 2000).
Des résultats contradictoires rapportent cependant que la présence ou 1’absence de
’uréase chez A. pleuropneumoniae n’aurait pas d’incidence sur sa virulence (Tascon

et al., 1997).
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2.4 Conclusion

Comme nous ’avons vu dans ce chapitre, la bactérie pathogéne responsable de la
pleuropneumonie porcine, A. pleuropneumoniae, produit un grand nombre de
protéines responsables de différents processus essentiels a I’introduction et au
maintien de la bactérie dans I’organisme hoéte, c’est-a-dire a 1’infection du porc par la
bactérie. De plus, le grand nombre de sérotypes présents & travers le monde
augmente la complexité de I’étude de cette bactérie, d’autant plus qu’il existe une
variation dans la virulence de chacune des souches. L’hétérogénicité des protéines
produites par les différents sérotypes est a 1’origine de la variation observée de la
virulence. Des vaccins existent présentement mais aucun ne s’avere pas totalement

efficace dans la prévention des infections a A. pleuropneumoniae.



CHAPITRE 111

LA PHOSPHATASE ALCALINE EN TANT QUE GENE RAPPORTEUR

INTRODUCTION

La fusion des protéines avec la phosphatase alcaline bactérienne est utilisée depuis
de nombreuses années pour 1’étude des protéines membranaires et des protéines
sécrétées chez les bactéries pathogénes (Manoil, 1990; Manoil et al., 1990; Hoffman
& Wright, 1985; Manoil & Beckwith, 1985). La majorité de ces protéines, dont la
phosphatase alcaline, utilise le mode sécrétion de type 1l ou « general secretory
pathway » (GPS). Une des principales caractéristiques de ce mode de transport est la
présence d’une séquence d’acides aminés désignée « leader peptide » ou séquence
d’exportation, a I’extrémité N-terminale des protéines. Cette séquence permet a la
protéine d’étre prise en charge par un systéme de transport protéique et ainsi étre
transportée et insérée dans la membrane cytoplasmique de la bactérie. Par la suite,
les protéines sont prises en charge par d’autres mécanismes leur permettant de
gagner le périplasme (Puglsey, 1993). Chez les bactéries pathogénes comme A.
pleuropneumoniae, les protéines stimulant le systéme immunitaire de 1’hdte sont,
pour la plupart, des protéines de la membrane externe ou des protéines sécrétées a

I’extérieur de la bactérie (Cruz et al., 1996).

Ce chapitre permettra donc de bien comprendre le mécanisme impliquant
'utilisation de la séquence d’exportation dans le transport des protéines vers la
membrane cytoplasmique. Ceci dans le but de bien saisir ’utilisation de Ia
phosphatase alcaline dans ’identification de nouveaux facteurs de virulence et des

protéines antigéniques chez A. pleuropneumoniae.
3.1 Laséquence d’exportation
La séquence d’exportation chez les protéines exportées varient de 18 a 30 acides

aminés et se situe a I’extrémité N-terminale de la protéine. Ce peptide peut étre

divisé en trois régions : a) le domaine N, a I’extrémité N-terminale; b) le domaine H,
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région hydrophobique formant une hélice alpha dans un milieu aqueux; c¢) le
domaine C, la région du site de clivage des séquences d’exportations (Figure 3.1)

(Fekkes & Driessen, 1999; Pugsley, 1993).

Site de clivage

a) <N > H c
A Acides aminés neutre ou chargés
KouR Hélice o hydrophobique riche en A et L P G négativement
G S S
P
COOH

Site de clivage

b) <« N =<

— H @ > <C>
K . . .
ouR Hélice a hydrophobique riche en A et L L g c

DEOOOOOOO22DODHDDDIDD O ———p
b COOH

FIGURE 3.1. Représentation schématique d’une séquence d’exportation
standard (a) et d’une séquence d’exportation typique des lipoprotéines (b). Les
trois domaines sont identifiés par les lettres N (région N-terminale), H (région
hydrophobique) et C (région du site de clivage). Le domaine N peut varier
entre 2 et 15 résidus amines incluant une majorité des acides aminées arginine
(R) ou lysine (K). Le domaine H a plus de 8 résidus amines et inclus des acides
aminés tels alanine (A) et leucine (L). Le domaine C est le lieu de clivage des
deux « leader peptidase », LepB et LspA. Cette région peut contenir une plus
grande variété d’acides aminés : proline (P), glycine (G), leucine (L), alanine
(A), Sérine (S) et cystéine (C). L’enzyme LepB est le « leader peptidase » qui
clive les séquences d’exportation de la majorité des protéines et LspA ou
« leader peptidase II» clive les séquences d’exportation des lipoprotéines
(adaptée de Fekkes & Driessen, 1999; Pugsley, 1993).

Ce sont les protéines Sec qui sont impliquées dans la reconnaissance de la s€quence
d’exportation et qui assurent le transport de la protéine au niveau de la membrane
cytoplasmique. Sept protéines Sec sont connues pour participer a ce processus :
SecA, SecB, SecD, SecE, SecF, SecG et SecY. Les protéines SecA et SecB sont des
protéines cytoplasmiques (Pugsley, 1993). SecY, SecE et SecG sont des protéines
intégrales de la membrane cytoplasmique qui forment un canal membranaire
permettant le passage des protéines. Les protéines SecD et SecF ne sont pas
essentielles pour le transport des protéines a travers la membrane, mais leur présence

a un effet stabilisateur (Fekkes et Driessen, 1999). La protéine SecB est la premiere
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des protéines Sec a entrer en contact avec la protéine a étre transportée a la
membrane cytoplasmique. Cette reconnaissance se fait par une région centrale de la
protéine spécifique pour la liaison avec SecB (Fekkes et Driessen, 1999). La
nouvelle protéine est donc fixée a la protéine SecB, ce qui permet a cette deriére de
se lier a SecA. Ily a, par la suite, transfert de la nouvelle protéine de SecB a SecA.
Cette dernicre serait la seule des protéines Sec a lier la séquence d’exportation. Une
fois que la protéine et SecA sont attachées ensemble, SecA se lie aux trois protéines
membranaires, SecE, SecY et SecG. La protéine SecA fournit alors 1’énergie
nécessaire au passage de la protéine a travers la membrane par I’hydrolyse de I’ATP
(Figure 3.2). Enfin, une enzyme périplasmique, la « leader peptidase » clive la
séquence d’exportation. La protéine peut alors rester au niveau du périplasme, étre
transportée a la membrane externe ou elle s’y ancrera ou étre sécrétée a I’extérieur

(pour une revue voir Fekkes & Driessen, 1999; Hueck, 1998; Pugsley, 1993).

Sec EYG

—

o

ATP
<>
A B C

FIGURE 3.2. Illustration schématique du systéme de translocation par les
protéines Sec. A : La protéine est prise en charge par SecB. B : SecA lie la
nouvelle protéine par la séquence d’exportation. C : Par I’hydrolyse de I’ATP,
SecA permet le passage de la protéine a travers la membrane cytoplasmique
par le canal membranaire formé par les protéines SecEYG (adaptée de Fekkes
& Driessen, 1999; Hueck, 1998; Pugsley, 1993).
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3.2 La phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline de E. coli est une protéine de 471 acides aminés et requiert,
pour son activité, a) la formation de ponts disulfures (liaison entre les atomes de
souffre et de deux cystéines); b) la dimérisation; c¢) I’acquisition de zinc et de
magnésium (Figure 3.2, 3.3 et 3.4)(Pearce ef al., 1993). Au moment de sa synthése
(traduction), elle posséde a 1’extrémité N-terminale, une séquence d’exportation qui
lui permet d’étre transportée dans 1’espace périplasmique. Le transfert de la protéine
a travers la membrane cytoplasmique est essentiel a cette demiére. En effet, lors de
ce passage, la protéine prend la forme d’un dimére lié par des ponts disulfures,
caractéristiques essentielles a I’activité de la phosphatase alcaline. Cette propriété
permet |’utilisation du géne phoA en tant que géne rapporteur pour I’identification de
geénes codant pour des protéines possédant une séquence d’exportation (Derman &

Beckwith, 1995; Manoil er al., 1990; Hoffman & Wright, 1985).

Ceci est important car, comme il a ét¢ mentionné précédemment, les protéines
permettant de stimuler une réponse humorale et celles participant a la virulence des
bactéries se trouvent, dans la majorité des cas, au-dela de la membrane

cytoplasmique.

1 mkgqstialal Ipliftpvtk artpempvle nraaqgdita pggarrltgd qtaalrdsls
61 dkpakniill igdgmgdsei taammyaega ggftkgidal pltgqythya Inkktgkpdy
121 vtdsaasata wstgvktyng algvdihekd hptilemaka aglatgnvst aelqdatpaa
181 lvahvtsrke ygpsatsqke pgnalekggk gsiteqllna radvtlggga ktfaetatag
241 ewqgktireq agargyqlvs daaslnsvte anqqkpllgl fadgnmpvrw Igpkatyhgn
301 idkpavtetp npgradsvpt lagmtdkaie llsknekgff lqvegasidk qdhaanpcgq
361 igetvdldea vqralefakk egntlvivta dhahasqiva pdtkapgltq alntkdgavm
421 vmsygnseed sqehtgsqlr iaaygphaan vvgltdqtd] fytmkaalgl k

FIGURE 3.3 Séquence d’acides aminés de la phosphatase alcaline bactérienne
(EC 3.1.3.1). En caractére gras : la séquence d’exportation.
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FIGURE 3.4 Illustration en 3 dimensions de la phosphatase alcaline. Les deux
ponts dissulfures sont illustrés par les traits jaunes (SWISS-DIMAGE : P00634)

3.2.1 La fusion avec la phosphatase alcaline

La fusion d’une partie d’un gene avec le géne de la phosphatase alcaline est de type
transcriptionnelle car elle résulte de la transcription et la traduction d’une protéine
hybride. La région N-terminale de la protéine hybride est une partie d’une protéine
d’4. pleuropneumoniae et la région C-terminale est la protéine codée par le géne
rapporteur. Cette fusion doit donc se faire en respectant le cadre de lecture du gene
‘phoA (L apostrophe en avant du nom du geéne phoA indique que le géne est tronque,

c’est-a-dire qu’il n’a plus la région codant pour la séquence d’exportation).

11 est de ce fait possible de créer une banque génomique de séquences d’exportation
en fusion avec le gene ‘phod (Figure 3.5). Ces fusions permettront I’expression

d’une phosphatase alcaline active.
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L’activit¢ de ’enzyme pourra alors étre observée par la couleur des colonies
contenant les protéines en fusion (Figure 3.6): le substrat, 5-bromo-4-chloro-3-
indolylphosphate (XP ou BCIP), est dégradé par la phosphatase alcaline en un
produit insoluble et bleu. Lorsque la colonie est bleue, cela signifie que ‘PhoA est
exprimée et est active. La séquence clonée en amont du géne ‘phoA, est donc une
séquence contenant un promoteur et une séquence codant pour une séquence
d’exportation (Manoil et al., 1990). Le besoin de la présence ou non d’une région
promotrice dans le fragment cloné dépend de la construction du vecteur. Certain
vecteur, comme pHRM104 que nous verrons plus loin, ne possede pas de région
promotrice pour le géne ‘phod. Par contre, dans les vecteurs pJDT1, pJDT2 et
pJDT3, le géne tronqué de la phosphatase alcaline est précédé d’une région

promotrice.
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Site de clonage

Clonage d’un fragment d’ADN
b)

Région promotrice et séquence
d’exportation d’un autre gene
(provenant d’une banque génomique)

Transcription et traduction du géne ‘phoA et de
la séquence d’exportation situé en amont

c)

Dans le cytoplasme < _
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FIGURE 3.5 Schématisation du clonage dans un vecteur contenant le géne de
la phosphatase alcaline. a) Vecteur plasmidique contenant le géne de la
phosphatase alcaline sans la région promotrice et sans la séquence codant pour
la séquence d’exportation. b) Fragment d’ADN cloné en amont du géne ‘phoA.
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Ce fragment posséde une région promotrice ainsi qu’une séquence
d’exportation. ¢) Suite a une transformation bactérienne du vecteur, la
protéine hybride peut étre synthétisée. La phosphatase alcaline se retrouve
dans le cytoplasme de la bactérie avec, en sa région N-terminale, la séquence
d’exportation. d) Une fois la protéine mature, on peut retrouver la phosphatase
alcaline soit ancrée a la membrane cytoplasmique, dans ’espace périplasmique,
au niveau de la membrane externe ou sécrétée dans le milieu extérieure.
(adaptée de Fekkes & Driessen, 1999; Hueck, 1998; Pugsley, 1993; Manoil, 1990;
Hoffman & Wright, 1985).

FIGURE 3.6. Colonies bactériennes bleues dues a ’activité de la phosphatase
alcaline sur le substrat le substrat, S-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate.

3.2.2 L’utilisation de ‘phoA chez différentes especes bactériennes

Les nombreuses infections bactériennes chez I’humain mais également chez les
animaux demandent en effet, un grand effort au niveau de la recherche atin
d’éclaircir les mécanismes de virulence. Cela implique donc la connaissance des
protéines impliquées ainsi que les génes codant pour ces derniéres. C’est donc dans
cette optique que depuis plusieurs années, de nombreux travaux de recherche

démontrent I’ utilisation de cette technologie chez plusieurs bactéries.
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3.2.2.1 Streptococcus agalactiae

Une équipe de recherche, de I’Université de Washington, travaillant sur la bactérie
Streptococcus agalactiae, identifierent phoZ d’E. faecalis (Lee et al., 1999).
L’activité enzymatique de cette phosphatase alcaline est diminuée si la protéine reste
dans le cytoplasme et augmente en activité si elle est exportée vers ’extérieur. Cette
phosphatase alcaline fut donc utilisée dans le vecteur plasmidique pour
I’identification de protéines exportées chez les bactéries faisant partie des
streptocoques du groupe B. lls identifiérent ainsi huit protéines en fusions avec
‘PhoA dont la région codant pour chacune de ces protéines était des geénes dont les

protéines associées sont des protéines exportées (Lee et al., 1999).

3.2.2.2 Treponema pallidum

Blanco et al. (1991) des Utiliserent cette technologie chez Treponema pallidum, la
bactérie responsable de la syphilis chez ’humain. L’élaboration de trois vecteurs
leurs permirent de procéder & un clonage dans les trois cadres de lectures en amont
du géne ‘phoA (geéne sans séquence codant pour une séquence d’exportation). Une
banque génomique de 40 000 clones fut ainsi criblée sur un milieu de culture adéquat
(contenant du XP, substrat de la phosphatase alcaline). De ces 40 000 clones, 2%
montrérent une fusion positive avec PhoA leur permettant ainsi d’identifier un bon
nombre de nouveaux génes dont les protéines associées sont susceptibles d’agir

comme facteurs de virulence (Blanco et al., 1991).

3.2.2.3 Mycobacterium tuberculosis

Lim et al. (1995) travaillérent avec un vecteur navette (vecteur se répliquant dans
deux espéces bactériennes différentes), chez la bactérie Mycobacterium tuberculosis.
La banque génomique fut construite & partir de fragment de 400 a 2000 pb. Un gene
codant pour un antigéne important chez M. tuberculosis fut ainsi identifié. En 2000,
I'utilisation de ce vecteur permit & Olarion et al., d’identifier une protéine
immunogéne chez ’humain exprimée dans des conditions in vivo (Olario et al.,
2000). Une autre équipe de recherche travaillant sur M. tuberculosis, élabora trois

vecteurs, pJDT1, pJDT2 et pJDT3 (Mdluli et al., 1995). Un avantage lors de
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vecteurs, pJDT1, pJDT2 et pJDT3 (Mdluli et al., 1995). Un avantage lors de
J’utilisation de ces vecteurs est qu’ils permettent de cloner dans les trois cadres de
lectures. Cette caractéristique leur a donc permit d’augmenter les possibilités
d’obtenir la majorité des séquences d’exportation lors de la formation d’une banque
génomique. De plus, le promoteur pLac (de I’opéron lactose) est situé en amont de
‘phoA dans cette construction de vecteur. Cela évite ainsi d’éliminer les génes a) se
trouvant au centre d’un opéron; b) dont le promoteur ne serait pas reconnu par la
souche de E. coli utilisée pour la construction de la banque génomique (Mdluli et al.,
1995). Ils ont réussit & identifier, grace a cette technologie, un géne dont la protéine
associée est un immunogene qui aurait la capacité de stimuler les leucocytes chez les
souris. Cette protéine est de ce fait trés intéressante pour I’élaboration de nouveaux

traitements préventifs (Moran ef al., 1999).

3.2.2.4 Pasteurella multocida

La vaccination contre la bactérie Pasteurella multocida responsable, entre autre, du
cholera chez le poulet, tout comme la vaccination contre la pleuropneumonie porcine
n’empéche pas toujours l'infection par la bactérie. La recherche de protéines
exportées a la surface bactérienne est donc d’une grande importance pour les équipes
de recherche travaillant sur cette bactérie. Adler ef al. (1999) utilisérent les vecteurs
pMG mais dans une souche particuliére de E. coli. lls utilisérent la souche KS330
qui permet une diminution de la dégradation protéolytique des protéines de fusions
dans I’espace périplasmique et facilite le passage des grosses molécules comme les
fusions avec ‘PhoA a travers la membrane externe. Par cette méthode, ils ont réussit
a identifier trois nouveaux génes codant pour des protéines de la membrane externe

dont deux semblent étre spécifique a P. multocida.

3.1.2.5 Actinobacillus actinomycetemcomitans

Actinobacillus actinomycetemcomitans est une bactérie causant des péridontites chez
I’humain. En 1999, Mintz et Fives-Taylor publiérent les résultats de leur recherche
suite a I'utilisation de la technologie PhoA. Ils utiliserent le vecteur pHRM104,
élaboré par Pearce et al. en 1993, afin de construire une banque génomique de

séquence d’exportation. Ils obtinrent donc une banque de 2800 clones dont 28
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ont été éffectuées avec la banque de données de SwissProt. Cinq clones donnérent
des homologies importantes (50% et plus); «saliva-binding protein »,
« transmembrane protein », « chaperone protein », « outer membrane protein » et
« murein lipoprotein precursor ». Les genes complets ont été isolés a partir d’une
banque génomique construite dans un phage lambda. Une deuxiéme équipe de
recherche, en 2001, publiérent des résultats portant sur la méme bactérie (Ward et
al., 2001). La construction d’une banque génomique dans le vecteur pHRM104
leurs permirent d’identifier dans une banque de 8000 clones, 80 fusions positives
avec PhoA. Par des analyses bio-informatiques ils réussirent a identifier quatre
protéines qui semblent étre sécrétées dans le milieu extérieur susceptibles d’étre

importantes lors de I’infection chez I’hote.

3.2.2.6 Helicobacter pylori

Une banque génomique flit construite également chez Helicobacter pylori en
utilisant la technologie PhoA (Bina et al., 1997). Ils ont utilisé trois vecteurs,
pJDTI, pJDT2 et pJDT3, construit de fagon a étre en mesure de cloner dans les trois
cadres de lecture avec le géne de la phosphatase alcaline et d’éviter les problémes
liés aux promoteurs grace a la présence du promoteur pLac en amont de ‘phod
(Mdluli et al., 1995). Un pourcentage se situant entre 2 et 3 % de clones
recombinants fut obtenu. Des 120 clones séquencés, 25 donnérent des résultats trés
intéressants lors de la recherche d’homologie suite aux analyses bio-informatiques.
Selon ces résultats, plusieurs génes de la banque génomique, mes en évidence, sont
d’un grand intérét pour la fabrication de vaccin ou encore sont intéressants comme
cible thérapeutique : exbD (sidérophore), lafB (impliqué dans la motilité), vand
(résistance a la vancomycine), feoB (transport du fer) et /b4 (synthése des LPS).

3.2.2.7 Staphylococcus aureus

Williams et al., en 2000, identifierent 90 fusions positives avec ‘PhoA provenant de
deux banques génomiques de 4200 et 5700 clones chez la bactérie Staphylococcus
aureus (une bactérie responsable de plusieurs maladies chez I’humain comme
I’ostéomyélite et le syndrome du choc toxique). Malgré la différence structurale

entre la membrane des bactéries Gram négatives et Gram positives, chez ces
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dernieres il est €galement possible d’utiliser la fusion de protéine avec la
phosphatase alcaline. La construction des banques génomiques fut faites dans le
vecteur pHRM104. Toutes les séquences des clones positifs clonées dans le cadre de
lecture avec °‘phod présentaient une séquence codant pour une séquence
d’exportation. Cette analyse fut faite suite & 1’utilisation du logiciel SignalP V1.1.
Les analyses bio-informatiques leurs permirent, entre autre, d’identifier 2 protéines
similaires a LukD et LukE, deux composantes de la leukocidine (toxine induisant la
formation de pore membranaire) chez S. aureus. Dix autres génes codant pour des
protéines exportées a I’extérieur de la bactérie furent ainsi identifiés et les protéines

homologues sont toutes reconnues comme facteurs de virulence potentiels.
3.2.2.8 Streptococcus pneumoniae

Pearce et al., (1993) élaborérent le vecteur pHRM 104 afin de construire une banque
génomique de la bactérie Streptococcus pneumoniae. Contrairement a la majorité de
vecteurs utilisant le géne de la phosphatase alcaline comme geéne rapporteur,
pHRM104 n’a pas de séquence codant pour la région promotrice (Pearce et al.,
1993). 1l faut donc réussir a cloner, et ce dans le bon cadre de lecture, une séquence
comprenant une région promotrice ainsi qu’une région codant pour une séquence
d’exportation (les limites de I’utilisation de ce vecteur sont traitées dans la
conclusion). Avec I’aide de ce vecteur, ils ont construit une banque génomique de
1500 clones utilisant des fragments de 400 & 600 pb d’ADN génomique de S.
pneumoniae. De ces 1500 clones, 75 ce sont avérés étre des fusions positives avec
‘PhoA. Suite aux analyses bio-informatiques, ils établirent certaines homologies
avec des protéines déja connues chez d’autres bactéries. A titre d’exemple, ils ont lis
en évidence quelques protéines : « ATP-binding cassette », des protéines régulatrice

de la protéolyse et PilB de Neisseria gonorrhoeae (Pearce et al., 1993).
3.3 Conclusion

Il est évident que cette technologie est utilisée chez plusieurs espéces de bactéries
Gram négatives, mais aussi chez quelques bactéries Gram positives. A ce jour,
plusieurs banques génomiques ont été construites et plusieurs séquences ont été

identifiées comme étant des séquences codant pour des séquences d’exportation de
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protéines transportées au niveau de la membrane cytoplasmique ou au-dela de celle-
ci. Tous s’entendent pour affirmer que les séquences ainsi identifiées sont
d’importants outils pour I’identification de protéines antigéniques qui peuvent étre
des candidats intéressants pour la fabrication de vaccins. Les résultats des
recherches chez différentes bactéries rapportées dans ce mémoire représentent des

exemples concrets.

C’est donc suite a la modélisation des séquences d’exportations que plusieurs
programmes informatiques ont vu le jour. Ceux-ci permettent, par des analyses bio-
informatiques, de déterminer la présence ou I’absence de séquences d’exportation a

partir des séquences clonées an amont du gene ‘phoA.

La fin des années 1990 est ainsi marquée par un essor remarquable de la bio-
informatique. L’utilisation de cette forme d’analyse est devenue nécessaire suite a
I'accroissement rapide de la quantité de données génomique. A titre d’exemple, un
groupe de chercheurs (Gomez et al, 2000), suite au séquengage complet du génome
de la bactérie Mycobacterium tuberculosis, ont réussit par analyses bio-
informatiques du génome, a identifier de nouveaux genes codant pour des protéines
sécrétées. Ces analyses se sont faites en utilisant les logiciel SignalP, SPScan et
Tmpred. Ce dernier logiciel permet d’éliminer les protéines ayant des segments
transmembranaires, ce qui leur a permis d’identifier les protéines sécrétées dans le
milieu extérieur a la bactérie. Ces résultats apportent un changement important dans
la recherche en laboratoire « traditionnel » sur 1’étude des geénes et des protéines
associées et ouvert véritablement 1’ére de la bioinformatique, ou les études de

clonages moléculaires in silico.



CHAPITRE IV

PROBLEMATIQUE, HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE RECHERCHE

4.1 Problématique

Les nombreux sérotypes ainsi que la diversité des mécanismes utilisés par 4.
pleuropneumoniae pour induire la maladie chez I’hote est responsable des difficultés
rencontrées pour la mise au point de traitements préventifs efficaces. Dans le but de
survivre dans les poumons d’un porc, 4. pleuropneumoniae doit mettre en ceuvre une
série de mécanismes afin de diminuer ou de contourner les défenses immunitaires de
I’héte. Elle doit également étre en mesure de se protéger contre les différentes
attaques de I’hote. Certaines composantes connues, telles que les toxines Apx,
auraient probablement un réle primordial & jouer a ce niveau en diminuant la
capacité de défense cellulaire en provoquant la lyse des macrophages et des
neutrophiles. Les protéases, ainsi que les toxines Apx, en lysant les érythrocytes,
augmenteraient la source de fer disponible pour la survie de la bactérie. D’autres
mécanismes, par exemple le systéme de controle des composées superoxydes par la
superoxyde dismutase, permettraient a la bactérie de se défendre contre les composés
toxiques libérés par les neutrophiles. De méme, la capsule posseéde des propriétés de
protection contre la phagocytose et la lyse par 1’activation du complément, constitue
un mécanisme important. Il est donc évident que les mécanismes de virulence
utilisés par la bactérie 4. pleuropneumoniae sont nombreux et diversifiés. C’est
pourquoi la prévention par les vaccins demande une plus grande connaissance des
facteurs de virulence et des protéines susceptibles de stimuler le systeme

immunitaire porcin.

Tel qu’il a été mentionné plus tot, deux types de vaccins sont produits. Le premier
type de vaccin est fabriqué a partir d’un ensemble de protéines antigéniques de la
bactérie. Malheureusement, aucun vaccin n’est a ce jour efficace, ce qui démontre
bien le manque de connaissances des protéines antigéniques essentielles a la survie

de la bactérie. Le deuxiéme type de vaccin est composé de la bactérie vivante mais
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infections a A. pleuropneumoniae. Un fait intéressant a noter: les animaux
convalescents suite a une infection a 4. pleuropneumoniae acquise de fagon naturelle
sont protégé contre toutes autres infections a cette méme bactérie et ce,
indépendamment du sérotype. Tous ces faits démontrent bien la nécessité
d’approfondir nos connaissances sur les nombreux facteurs de virulence de cet agent

pathogene de méme que sur les protéines essentielles & sa survie dans 1’hote.

4.2 Les hypotheses et objectifs de recherche

Comme il a déja été mentionné, une protéine antigénique susceptible de faire partie
de la composition d’un nouveau vaccin doit étre exposée a la surface de la bactérie et
stimuler le systéme immunitaire de I’hote, c’est-a-dire étre reconnue par les anticorps
du porc et ainsi, devenir la cible des cellules phagocytaires telles les macrophages.
Cette protéine doit également étre produite par tous les sérotypes et ce, dans des
conditions naturelles d’infection (Cruz ef al., 1996). Ces protéines, dans la majorité
des cas, possedent a leur extrémité N-terminale une séquence d’exportation, ce qui
permet 1’utilisation du géne de la phosphatase alcaline en tant que gene rapporteur

pour leur identification ultérieure.

En utilisant le géne phoA, il serait donc possible d’identifier des génes possédant une
région codant pour une séquence d’exportation. Par la suite, des analyses bio-
informatiques des séquences ainsi obtenues permettront de déterminer le role
potentiel du produit de ces genes chez A. pleuropneumoniae. Cet technologie
permettrait donc d’identifier de nouvelles protéines présentant un potentiel
antigénique et, possiblement, de cibler de nouveaux facteurs de virulence dans le but

de les utiliser en vue de faire un vaccin.
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5.1 ABSTRACT

Actinobacillus pleuropneumoniae is responsible for porcine pleuropneumonia, a
specific swine contagious respiratory infection causing important losses to the
industry. The disease is still not well controlled by commercial vaccines, mainly
because of its multifactorial pathogenicity. The Gram negative bacterium expresses
multiple virulence factors and many among them are proteins that are exported from
the cytoplasm towards the bacterial surface. In order to identify new virulence
factors and new antigens, an A. pleuropneumoniae ramdom fusion library was
constructed in a plasmid vector containing a truncated phoA gene, enabling to target
several secreted proteins. Screening for alkaline phosphatase activity allowed us to
identify 95 positive clones. Among them, nearly 40% reacted with a porcine
pleuropneumonia convalcscent antiserum. These clones were characterized via DNA
sequencing and computer databases comparisons. Several of the deduced amino acid
sequences were found to be homologous to known Pateurellaceae surface proteins
as others represented unique proteins with no existing homologues in the current
database. We discuss the ability of the PhoA technology to identify more potential
antigens and virulence factors useful for the developpement of new therapeutics

against A. pleuropneumoniae.
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5.2 INTRODUCTION

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) is a Gram-negative coccobacillus bacterium
of the Pasteurellaceae family. It is the causative agent of swine pleuropneumonia, a
highly contagious disease and has been encountered exclusively in pigs. The
disease is responsible for important economic losses in the swine industry across the
world (1, 2). Several App virulence factors have been characterized and many of
these are exported proteins. It has been shown that the Apx toxins play an important
role in the virulence of the bacteria (3, 4, 3, 6, 7). Other factors includes the capsule
(8, 9, 10), lipopolysaccharides (LPS) (12, 13, 14, 15), outer membrane proteins (16,
17, 18, 19), fimbriae (20), urease (21, 22), SOD (23), transferrin binding protein (24,
25, 26, 27, 28) and proteases (29, 30, 31).

Gene fusion technology based on alkaline phosphatase (PhoA) has been used
successfully to identify exported proteins originating from a wide range of bacterial
species. The system is based on the fusion of genomic DNA fragments with a 5’
truncated alkaline phosphatase gene (‘phoA) lacking its promoter and leader peptide.
This enables the identification of open reading frames (ORFs) containing a promoter
and signal peptide in frame with ‘phod, which are detected when PhoA is
transported across the cytoplasmic membrane to become enzymic active to degrade
chromogenic substrate 5-bromo-4-chlor-3-indolyl phosphate (BCIP) resulting in blue
color. Several secreted proteins has been isolated using the PhoA technology in a
number of pathogenic bacteria; Streptococcus agalactiae (32), Helicobacter pylori
(33, 34), Actinobacillus actinomycetemcomitans (35, 36), Pasteurella multocida
(37), Treponema pallidum (38), Mycobacterium tuberculosis (39, 40), Vibrio
cholerae (41), Streptococcus pneumoniae (42), and Staphylococcus aureus (43).
The aim of this present study was to identify, by a molecular genetic approach,

surface-located or secreted proteins of App.

Among the proteins that can be identified, some of them should be interesting as
outer membrane proteins that are important in the virulence of pathogenic bacteria or
in the stimulation of the immune system of the host. As the pathogenesis of App is

not fully understood, the hypothesis that there should exist some proteins that act as
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virulence factors or as antigenic proteins not describe until now, seems very

attractive.

Here we report the use of ‘phoA gene fusions to target App genes encoding secreted
proteins and the immunological screening of the fusion proteins to identify and

characterize new antigens and virulence factors.

5.3 Materials and Methods

5.3.1 Bacterial strains, vectors and growth media

The bacterial strains used during this study were Actinobacillus pleuropneumoniae
4074 (type strain ATCC 27088, serotype 1), Escherichia coli DHS5a (Invitrogen,
Canada), E. coli ER 1647 and BM 25.8 (Novagen, USA). A. pleuropneumoniae was
grown in Tryptic Soy Broth (TSB)(Difco, USA) supplemented with 1% of
IsoVitaleX (BBL Microbiology Systems, USA) at 37°C under aerobic conditions. £.
coli strains were grown in Luria Bertani (LB) broth or agar (Difco, USA). The
plasmid vector pHRM104 (42) was kindly supplied by Keith P. Mintz (U. of
Vermont, USA), propagated and maintained in £E. coli DHSa. The A4.
pleuropneumoniae genomic library in pHRM 104 was propagated and grown on LB
agar containing S-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP) and erythromycin at a

final concentration of 50 ug/ml and 250 ug/ml, respectively.

5.3.2 Construction of the genomic fusion library

A. pleuropneumoniae whole-ccll DNA was prepared as already described (46).
Aliquots of 2.5 ug of chromosomal DNA were partially digested with Sau3AlI for S,
10, and 15 minutes at 37°C. The digested DNA was separated by agarose gel
electrophoresis and 500 bp to 1500 bp restricted fragments were purified using the
QIAquick gel extraction kit (Qiagen). The vector pHRM 104 was linearized with
BamHI for 2 hours at 37°C and then dephosphorylated using shrimp alcaline
phosphatase (Roche Biochemicals, Canada). Vector and restriction fragments DNA

was ligated in a 1:3 ratio. Ligation mix was transformed in £. coli DHSa by
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electroporation using standard methods (46). PhoA positive transformants showing
alkaline phosphatase activity after 24 to 36 hours were detected on LB agar plates

containing BCIP and erythromycin and colony-purified on a similar plate.

5.3.3 Immunoscreening of PhoA positive clones

5.3.3.1 Purification of antiserum

Preliminary data showed high-level background linked to the use of a swine
pleuropneumonia convalescent serum against various E. coli recombinant clones.
Using E. coli DH5a., anti-A. pleuropneumonia 4074 porcine serum was extensively
absorbed (4 to 6 times) until binding to the bacterium was not interfering in

immunoblotting experiments.

5.3.3.2 Immunoblotting of the PhoA fusion clones

Purified PhoA positive clones were cultivated overnight in Sml TSB/erythromycin
and cells were pelleted by centrifugation. Pellets were resuspended in 350 pl of 2X
Laemmli sample buffer, boiled for 10 min. and stored at —20° C as fusion protein
crude lysate until further needed. SDS-PAGE separation was conducted with Tris-
glycine buffer using 4 and 12 % stacking and separating gel, respectively. Following
electrophoresis separation, proteins were transferred to nitrocellulose membranes for
immunoblotting (Bio Rad Laboratories, Canada). Membranes were blocked in 1X
TBST (Promega Corp. USA) and 5 % skim milk for 2 hours at room temperature
and then thoroughly washed. Nitrocellulose sheets were then incubated 30 min. at
room temperature in the presence of the primary antibodies (convalescent antiserum)
diluted 1:2500. Membranes were washed again before incubation with the 1:30 000
diluted secondary antibodies (goat anti-pig 1gG alkaline phosphatase conjugate,
Sigma, USA) for 30 min. at room temperature. Membranes were finally washed
several times over an hour period in TBST and then incubated for 5 min using the

BCIP/NBT liquid substrate system (Sigma) following the supplier’s instructions.

5.3.3.3 Sequencing and bioinformatic analysis
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Double-stranded plasmid DNA was prepared using the High Pure Plasmid Isolation
Kit (Roche Diagnostics). Double-stranded template was automatically sequenced by
cycle sequencing using the Big Dye terminator kit (Core Sequencing Facility, Laval
University, Canada). The oligonucleotide 5’-CACCCGTTAAACGGCGAGCA-3¥’
(PhoA-fus), located approximatively 100 bases upstream from the BamHI cloning
site in pHRM104, was used for sequencing of the fusion junctions selected.
Analysis of the 4. pleuropneumoniae insert DNA sequence in frame with the PhoA

sequence was performed using the GCG programs.

Sequencing reactions were obtain using the sequencer ABI Prism Dye Terminator
Cycle sequencing (Applied Bioysytem) by the CSF of University Laval. The
analysis of the promoter and signal sequences upstream phoA’ have been made using
GCG package (Wisconsin Package Version 10.2, Genetics Computer Group (GCG),
Madison, Wisc.)

5.4 Results and Discussion

An A. pleuropneumoniae strain 4074 leader peptide library was constructed using the
plasmid vector pHRM 104, When the E. coli DHSa recombinant clones were plated
on LB BCIP/erythromycin plates, approximately 1% showed blue color, indicating
the presence of PhoA translational fusions, as a consequence of the cloning of
exported proteins DNA sequences. From 8 000 clones screened for PhoA
expression, 95 DHS5a transformant clones displayed the blue-color phenotype and
were streaked-purified on fresh BCIP/erythromycin plates to confirm PhoA positive
phenotype. Among the PhoA positive clones, 40 reacted positively with the
convalescent antiserum. These clones were chosen and their transformant plasmids
were recovered for DNA sequencing using the PhoA-fus primer. Preliminary
sequence analysis revealed that 40 out of 95 cloned inserts were distinct,
demonstrating a sibling relationship between some of the clones, probably caused by

enzyme restricted DNA bias.

5.4.1 PhoA fusion proteins vs immunogenicity



55

A polyclonal antiserum of pleuropneumonia convalescent swine was used to screen
the PhoA positive clones. The A. pleuropneumoniae polyclonal antiserum reacted
positively with 41 out of 95 PhoA+ clones obtained from the initial phenotypical
screening. From the start, PhoA fusion clones reacting to convalescent antiserum
were chosen for sequence analysis. Non-reacting fusion clones might be encoding
for antigenic proteins but DNA insert might be to short to encode for at least one
epitope. For that reason, 20 supplementary PhoA positive clones (non-reacting with

antiserum) were randomly chosen for further sequence analysis.
5.4.2 General sequence analysis of PhoA positive clones

The protein sequences derived from the DNA sequences across the phoA/DNA insert
fusion junction were used for BLAST searches of all protein sequences at the NCBI
database. The size of the amino acid stretch fused to PhoA in each of the
recombinants is shown in Tables 5.1 to 5.3. From the 61 clones sequenced, a
number of them revealed the presence of identical DNA sequences. Table 1 to 3
shows the 51 non-redundant clones identified in this study. Sequence data generated
from the 40 chosen clones allowed us to classify the fusion proteins into 3 groups.
The first were those proteins that had homology to hypothetical proteins or proteins
of various known Pasteurellaceae (Table 5.1). The second were.those proteins
which shared homology to non-Pasteurellaceae proteins (Table 5.2). The remaining
group consisted of proteins that had no homology to any proteins in the current

databases (Table 5.3).

Thirty six PhoA + clones encoded proteins that were similar to known
Pasteurellaceae proteins (Table 5.1). Most of the homolog proteins found in the
databases could be associated to P. multocida and H. influenzae with fortheen each.
Five homology hits were found with the Actinobacillus genus, exclusively with A4.
pleuropneumoniae. Of particular interest, from a virulence point of view; P.
haemolytica outer membrane lipoprotein (clone 1-2), P. multocida outer membrane
antigen Oma 87 (clone 1-27) and hemin-binding surface protein A, HbpA (clone 3-
5). Ten PhoA positives clones encoded proteins which shared homology to non-

Pasteurellaceae proteins.
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Among the 51 PhoA clones that were sequenced, many had deduced fusion proteins
sequences that contained a start methionine residu (data not shown) followed by
conserved amino acids features of prokaryotic signal peptides. As described in table
1 to 3, 41 out of 51 fusion proteins exhibited showed characteristic signature related
to secreted proteins (transmembrane region, lipoprotein or signal peptide). The 10
remaining fusion proteins sequences may represent undefined signals for protein

translocation in 4. pleuropneumoniae and E. coli.

5.4.3 Analysis of particular sequences

5.4.3.1 Identification of putative lipoproteins

Two putative lipoproteins had been identified by submitting the sequence of the
clones 1-2 and 3-1 against the database of Genbank. Two of them showed strong
homology with two different lipoproteins of Pasteurella haemolytica (accession
number: M91072 and P44445). All those clones are recognized by the convalescent
antiserum. The presence of lipoprotein seems important in the stimulation and
protection of pigs against infection with App. An outer membrane lipoprotein has
been identified in a strain of App serotype 5 and when administrated for the
immunization of pigs, yielded protection from infection with an App serotype 5
isolate (17). Our results allowed us to postulate that these two proteins could be

potential antigens for new vaccines.

5.4.3.2 Identification of an outer membrane antigen

The sequence of clone 1-27 showed strong identity with an outer membrane protein
of Pasteurella multocida, Oma87. In P. multocida, the protein as been reported to be
a protective outer membrane antigen and has a significant similarity to the D15
protective surface antigen of H. influenzae (37, 47, 48). The protective perspective
of Oma87 and D15 give us a good indication of the potential of our protein for the

stimulating of the immune system of pigs for further immunization.
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5.4.3.2.1 Identification of Stationary phase survival protein

The clone 1-18, after analysis of its sequence showed strong homology to the
stationary phase survival protein (SurA) of Haemophilus influenzae. According to
our knowledge, this protein has not been characterized in H. influenzae. However, in
Salomonella enterica, it is known that when the surd gene is mutated, the bacteria
becomes attenuated (49). We could expect the same characteristic in App and

classify this new protein as a new putative virulence factor.
5.4.3.2.2 Identification of hypothetical protein

Two sequences give homologies with two hypothetical proteins. The clone 1-24
showed homology with an hypothetical protein of Neisseria meningitis (accession
number: AAF42002). After analysing the sequence immediately upstream phoA
with PSORT, it appears to be a putative lipoprotein located in the outer membrane.
The clone 2-5a was submitted to similar analysis and was found to be homologuous
to a lipoprotein in H. influenzae, located in the outer membrane (accession number:
AAC22498.1). As it is known that lipoproteins can have an important role in the
stimulation of the immune system of the host, we shall consider the latter clone as a

putative antigen.
5.5 Conclusion

The aim of this present work was to identify, by a genetic approach, secreted
proteins of A. pleuropneumoniae acting as virulence factors and/or that could
stimulate an immune response during infection. Localisation of proteins at the
bacterial surface is the result of complex processes, involving exportation signals and
interaction with bacterial membranes. In most cases, cell membrane-associated and
secreted proteins of Gram negative bacteria contain a distinctive signature signal
peptide that directs their export across the cytoplasm membrane via the general
secretory pathway (50). To identify exported proteins of A. pleuropneumoniae, a
random PhoA fusion library was constructed and screened to identify multiple

sequences that encode signals for protein exportation.
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In this study we used gene fusion with a truncated alkaline phosphatase gene for the
identification of putative virulence factors and immunogenic proteins. With this
tool, we have been able to identify a number of immunogenic proteins and some
putative virulence factors. The sequencing of strong positives clones that were
immunogenic permit us to identified a large number of proteins as lipoproteins, outer

surface proteins, periplasmic protein, inner membrane proteins, etc.

The present study was conducted in order to identify and characterize DNA
sequences which cause secretion of a truncated alkaline phosphatase (PhoA) in E.
coli. The vector pHRM104 represents a promoter and leader peptide trap, a DNA
stretch necessary for the cxpression and exportation of the PhoA enzyme beyong the
cytoplasmic membrane. As expected, we have fund that 4. pleuropneumoniae DNA
inserts wich lead to the expression of active PhoA fusion proteins have N-terminal
signal peptides or hydrophobic membrane-spanning sequences.  Extensive

bioinformatics analysis revealed already known virulence proteins.

The identification of DNA sequences representing membrane-spanning domains and
signal peptides provides the first step for the cloning of the entire genes encoding
these proteins. We hypothesize that these proteins may be important in the
pathogenic process of A. pleuropneumoniae in swine pleuropneumonia. More
studies are needed to be conducted in order to associate these proteins with the
multifactorial virulence process and eventually to better understand the biology of 4.

pleuropneumoniae.

The PhoA technology showed to be a useful tool to identify new proteins
representing putative virulence factors and/or antigenic proteins. In the specific case
of A. pleuropneumoniae, which virulence is known to be multifactorial,
identification of new key genes linked to the pathogenic process could lead to the
development of new diagnostic tools, therapeutics agents, and fully protective

vaccines.
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FIGURE 5.1 Result of a typical screening by immunoblot of the genomic library
of App with antisera of convalescent pig. Line 1: protein marker
(kaleidoscope: Biorad). Line 2 to 10: 9 different ‘PhoA positive
clones. Lane 6: the arrow indicated a protein fusion with PhoA that
bind antibodies.



TABLE 5.1

Clones sharing homology to known Pasteurellaceae proteins
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Prediction of

Library Homology® Tdientity (%) No. of ) Nature® protein Immunoreactive
clone fused aa - 4 protein
localization site
Actinobacillus genus

1-12 antigenic protein; A. pleuropneumoniae 86 196 ™ inner membrane +
3-9a hypothetical protein; 4. pleuropneumoniae 93 163 Sp inner membrane

putative cytoplasmic membrane protein (Cbil);

A. pleuropneumoniae
3-14 100 44 SP outer membrane +
3-23 hypothetical protein; A. pleuropneumoniae 99 135 -—-- cytoplasm +
4-12 disulfide bound formation protein E; A. pleuropneumoniae 90 177 SP-TM inner membrane

Pasteurella genus +

putative coproporphyrinogen IIT oxidase (HemN);
1-1 P. multocida 74 190 - cytoplasm +
1-2 outer membrane lipoprotein 1 (PlpAl); P. haemolytica 65 143 LP outer membrane +
1-3 ribose ABC transporter (RbsC); P. multocida 84 88 SP-TM inner membrane +

putative cell shape-determining protein (MreD); P.
1-4 multocida 67 SP-TM  periplasmic space +
1-27 Outer membrane antigene gene (oma87); P. multocida 48 199 ---- Outer membrane
3-5 hemin-binding surface protein A (HbpA); P. multocida 59 59 - Outer membrane +
2-5 unknown protein; P. multocida 66 73 SP cytoplasm +
3-2 unknown protein; P. multocida 77 48 ™ cytoplasm +
3-4 unknown protein; P. multocida 51 106 Sp outer membrane
3-16 inner membrane peptidase LepB (LepB); P. multocida 52 52 Sp periplasmic space +
4-4 cytochrome C-type protein (NapC); P. multocida 62 163 Sp inner membrane +
4-5 TRXK system potassium uptake protein (TrkH), P. multocida 63 81 SP inner membrane +




TABLE 5.1 (continued)
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cytochrome c-type biogenesis protein (CcmH); P.

4-6 multocida 68 102 SP periplasmic space
membrane-bound lytic murein transglycosylase C (MItC);
4-16 P. multocida 76 143 LP outer membrane +
4-17 unknown protem; P. multocida 29 97 Sp periplasmic space +
Haemophilus genus

1-5 acyl carrier protein (FabZ); H. influenzae 72 33 - cytoplasm +
1-7 hypothetical protein; H. influenzae 74 136 Sp inner membrane +

- conserved hypothetical protein; H. influenzae 51 121 ™ inner membrane
1-15 malate dehydrogenase (Mdh); H. influenzae 71 75 Sp inner membrane +

periplasmic space or outer
1-18 stationary phase survival protein (SurA); H. influenzae 58 68 Sp membrane +
1-19 malate dehydrogenase (mdh); H. influenzae 79 62 SP perniplasmic space +
1-23 28 kDa outer membrane protein (hlpA); H. influenzae 63 143 LP outer membrane
2-2 hypothetical protein; H. somnus 58 171 ™ cytoplasm +
3-11 outer membrane lipoproteins carrier (LolA); H. influenzae 52 127 Sp outer membrane
predicted N6-adenine-specific DNA methylase; H.

3-20 influenzae 79 256 -—-- cytoplasm
4-3 hypothetical protein; H. somnus 39 108 Sp periplasmic space
4-7 NADH:ubiquinone oxidoreductase; H. influenzae 57 98 SP penplasmic space +
4-9 organic solvent tolerance protein; H. influenzae 50 120 Sp periplasmic space
4-14 hypothetical protein; . influenzae 84 44 SP-TM inner membrane +

“Analysis made with BLASTp program on the NCBI site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

® Number of amino acids in the protein fused to the phoA protein.

°Analysis made with PSORT program (http:/psort.nibb.ac.jp/). Prediction for the protein structure; Tm: transmembrane region; SP: signal peptide sequence and

LP for lipoprotein signature. The analysis for the prediction of transmembrane region of each clone was made with the logiciel TMpred

(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html).

4 The prediction of protein localization sites was possible with PSORT program.
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TABLE 5.2

Clones sharing homology to non Pasteurrellaceae proteins

Prediction of

. a .
Library Homology Identity (%)  No. of fused aa®  Nature® protein Immunorgactlve
clone . . d protein
localization site
hypothetical protein; Desulfitobacterium periplasmic
1-8 hafniense 41 77 Sp space +
Formate--tetrahydrofolate ligase;, Clostridium
1-11 acetobutylicum 71 28 --- cytoplasme +
conserved hypothetical protein; Neisseria
1-24 meningitidis 89 102 - cytoplasm +
periplasmic
anaerobic C4-dicarboxylate transporter (DcuA), space or outer
1-33 Serratia marcescens 61 24 SP membrane +
periplasmic
anaerobic C4-dicarboxylate transporter (DcuA); S. space or outer
1-34 marcescens 61 24 SP membrane
periplasmic
space or outer
1-38 acid shock protein; E. coli 42 110 Sp membrane +
endopeptidase O (PepQ), Porphyromonas
2-1 gingivalis 26 217 - cytoplasm +
conserved hypothetical protein; Staphylococcus periplasmic
3-3 aureus 46 86 Sp space +
4-2 GntP family permease, Yersinia pestis 75 44 Sp Inner membrane +
4-13a  UDP-sugar hydrolase (5'-nucleotidase); £. coli 70 79 SP outer membrane +

*Analysis made with BLASTp program on the NCBI site (http://www.ncbi.nlm.nth. gov/BLAST/).

® Number of amino acids in the protein fused to the phoA protein.

°Analysis made with PSORT program (http://psort.nibb.ac.jp/). Prediction for the protein structure; Tm: transmembrane region; SP: signal peptide sequence and
LP for lipoprotein signature. The analysis for the prediction of transmembrane region of each clone was made with the logiciel TMpred
(http://www.ch embnet.org/softiware/TMPRED _form html).

4 The prediction of protein localization sites was possible with PSORT program.
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TABLE 5.3

Predicted amino acid sequences of clones encoding unique proteins

Library Predicted amino acid sequence” No. of fused . Prediction of protein  Immunoreactive
b Nature S 4 ;
clone localization sites protein
1-24 MGNKRRNMSY TKLFYHIVFR TLQSVPAINE ENEKELYQYI 102 aa - cytoplasm +
WAFCQQQKCT LHRINGMPD
3-8a MKIRFLVGLI FSLCFSPFLQ GKMMOQITIGQ QIFEAELADT 76 aa SP periplasmic space
EAARQLTELL PLTLEMQDHL RNEKFAELPQ NLTAYD
3-10 MKKLVFLTIP FGLSACGSAD LQTVWQDVSN 123 aa LP outer membrane +
LDKLFEPEQR KGVAVTKGYP VSDVAMNSTP
QKTGKKVATK QSITHQRINT AQCKDADDWY
LDGYRVGRSF ASQKAAMYQQ RVSYCKRMLS HAD
3-17 MKKLILRNVLL SGMLFIFLPT QVIADDNSVF 105 aa SP periplasmic space +

SRYEQAKLKI TYQGEVGNLL QQLAQRLKIG FIVYELDTAH
KVSISNKEDT AIKTLIQQLS AQMPDADIRF EKIED

®Analysis made with blastp program on the NCBI site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), boldface: leader peptide.

® Number of amino acids in the protein fused to the phoA protein.

°Analysis made with PSORT program (http://psort.nibb.ac.jp/).

4 Prediction for the protein structure; Tm: transmembrane region; SP: signal peptide sequence and LP for lipoprotein signature. The analysis for the prediction of
transmembrane region of each clone was made with the logiciel TMpred (http://www.ch.embneLorg/software/TN[PRED__fonn.html). The prediction of protein
localization sites was possible with PSORT program.

In bold: leader peptide.



CHAPITRE VI

CONCLUSION GENERALE

La pleuropneumonie porcine est un probléme tres actuel et de grands efforts dans le
domaine de la recherche fondamentale sont apportés afin de mieux comprendre la
pathogénicité de cette maladie. Depuis les années 50, au moment ou la bactérie A.
pleuropneumoniae a été¢ identifiée formellement comme 1’agent étiologique de
pleuropneumonie porcine, les connaissances sur la bactérie et la maladie n’ont cessé de
croitre. Malgré cela, la pleuropneumonie porcine est encore présente a travers le monde

et engendre encore des pertes économiques considérables (Taylor, 1999).

Notre étude a donc été amorcée dans |’optique d’identifier de nouveaux génes codant
pour des protéines agissant comme facteurs de virulence et protéines antigéniques. Et ce,
dans le but d’étre éventuellement en mesure de mieux comprendre les mécanismes de
virulence d’A4. pleuropneumoniae et ainsi, apporter de nouveaux outils pour
I’élaboration de traitements préventifs. Dans ce dernier chapitre, un retour sur la
technique utilisée sera fait en relation avec les limites de la méthode et sur ce que cela a

permis d’accomplir.

6.1 La technologie PhoA en relation avec les facteurs de virulence et les protéines

antigéniques

L’utilisation du géne tronqué de la phosphatase alcaline permet 1’identification rapide de
génes codant pour des protéines de la membrane externe ou des protéines sécrétées.
L’utilisation du vecteur pHRM104 a permis la construction d’une banque génomique de
séquence d’exportation d’A. pleuropneumoniae de sérotype 1 souche 4074. Ce type de

construction plasmidique apporte toutefois quelques limites a la technologie PhoA:
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1) demande absolument le clonage d’une séquence contenant une région promotrice
reconnue par la bactérie E. coli dans laquelle est transformée la banque
génomique;

2) ne permettra pas d’identifier un géne qui fait partie d’un opéron et qui n’est pas
le premier gene suivant la région promotrice;

3) le clonage du fragment provenant du génome a 1’étude doit étre fait dans le bon
cadre de lecture, c’est-a-dire dans le cadre de lecture permettant I’expression
PhoA;

4) il existe d’autres systémes de transport pour les protéines de la membrane
externe et des protéines sécrétées n’ayant pas de séquence d’exportation. Ces
systemes n’utilisent pas le systéme de sécrétion des protéines Sec (pour une
revue voir Stuber et al., 2003; Fischer et al., 2002; Muller et al., 2001). La

technologie PhoA ne permet pas leur identification.

6.2 Les analyses bio-informatiques

La banque génomique de séquences d’exportation dans le vecteur pHRM 104 a permis
un criblage de 8000 clones. Les 95 fusions positives avec ‘phoA (restaurant 1’activité
phosphatase alcaline) de ces 8000 clones représentent un rendement d’environ 1.2%, ce
qui correspond au rendement obtenu chez d’autres bactéries. Une fois les séquences
nucléotidiques obtenues, la traduction en séquences d’acides aminés a été faite en
utilisant les outils disponibles sur le site « ExXPASy Molecular Biology Server »
_(http://ca.expasy.org/). Pour la recherche de séquence d’exportation, les analyses des
séquences des différents clones ont été faites & [’aide du logiciel Psort
(http://psort.nibb.ac.jp/). Ce logiciel établi la présence d’une séquence d’exportation
ainsi que la position probable de la protéine mature. Finalement, les séquences ont été
soumises a Tmpred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html), un
logiciel qui permet 1’analyse des séquences protéiques afin d’établir la présence de
segment transmembranaire. Cette information supplémentaire nous permet de poser une

hypothése de plus quant a la localisation des protéines dans la membrane externe. Une
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liste des nombreux logiciels disponibles a cette fin peut €tre consultée a 1’adresse

Internet suivante : http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Genome Web/prot-transmembrane.html.

6.3 Des protéines potentiellement antigéniques.

Des 95 fusions positives, 41 ont démontré un caractére immunogéne probable. C’est-a-
dire que 41 des fusions positives avec PhoA ont été reconnus par les anticorps d’un
sérum de porc convalescent a la maladie. 1l s’agit de résultats tres intéressants, car la
mises en évidence d’une protéine stimulant de fagon significative le systéme

immunitaire du porc permettrait 1’élaboration d’un nouveau vaccin.

Les clones n’ayant pas été reconnu par les anticorps ne peuvent étre définitivement
exclus des protéines d’intéréts quant a leur caractére antigéniques. En effet, la
procédure d’électrophorése sur gel de polyacrylamide provoque la perte de la structure
quaternaire des protéines, et de ce fait, une disparition de certains sites de
reconnaissance (épitopes) pour les anticorps. De plus, la courte région cloné en amont
du gene ‘phoA ne contient pas nécessairement d’épitope et ce, méme si la protéine est un
immunogéne. Les résultats positifs doivent également étre évalués avec beaucoup de
précautions. En effet, les protéines reconnues par les anticorps ne sont pas
nécessairement des protéines qui stimulent le syst¢éme immunitaire du porc lors du
processus infectieux. En d’autres mots, lors d’une infection bactérienne chez le porc
(également chez les autres especes) un grand nombre de bactéries meurent libérant ainsi
les protéines cytoplasmiques. Ces derniéres peuvent €tre reconnus comme protéines

étrangeres et stimuler la production de nouveaux anticorps.

La technique de criblage des protéines de fusions avec les anticorps doit étre utilisé avec
circonspection. On doit tenir compte des différentes significations des résultats et

analyser ceux-ci en association avec les analyses bio-informatiques.

Parmi les génes identifiés chez A. pleuropneumoniae lors de cette étude, plusieurs

semble démontrer un potentiel antigénique. Les homologies avec des protéines connues
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pour leur caractere antigénique confirme leur importance probable dans la participation
a la réponse humorale de ’hdte. Parmi les protéines homologues aux séquences d’acides
aminées associées aux différents clones de la banque, se trouvent des protéines
particuliérement intéressantes: deux lipoprotéines antigéniques chez Pasteurella
haemolytica; Oma87, un antigéne de la membrane externe chez Haemophilus

influenzae; des protéines inconnues de la membrane externe.

Selon les tableaux 5.1 et 5.2, on remarque également un certain nombre de clones dont
les protéines associées n’ont pas été reconnues par les anticorps d’un porc convalescent.
Et ce, malgré le fait que les séquences d’acides aminés soient homologues avec des
protéines reconnues comme des protéines immunogénes chez d’autres espéces
bactériennes. Comme il est expliqué précédemment, il est impossible & ce stade

d’infirmer le caractére antigénique de ces protéines.

Ces différents résultats démontrent la nécessité d’études supplémentaires pour chaque
géne identifié. Comme il est mentionné dans ce chapitre, il est nécessaire d’avoir la
protéine en entier et ce dans sa forme naturelle afin d’étre en mesure de déterminer sont

potentiel antigénique chez le porc.

6.4 De nouveaux génes de virulence

Les analyses bio-informatiques des différentes séquences démontrent une grande variété
dans les nouveaux génes identifiés. La majorité des génes clonés sont fortement
homologues avec des génes des bactéries de la famille des Pasteurellaceae, phénoméne
normal car les bactéries du genre Actinobacillus, Haemophilus et Pasteurella sont trés
semblables. Un certain nombre de clones sont homologues a des génes qui ne sont pas
associées a cette famille bactérienne. Par contre, dans ce groupe, la majorité des
bactéries sont des bactéries Gram négatives. Finalement, un certain nombre de geénes ne
sont homologues & aucun gene connu. Dans ces cas-ci, nous sommes donc en présence

de gene uniques.
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Toutefois, il faut toujours garder en mémoire que ces analyses sont provisoires étant
donné ’avancement rapide des données génomiques bactériennes disponibles dans les
nombreuses banques de données. Les résultats d’analyses seront de plus en plus précis,
en étroite relation avec la disponibilité des séquences bactériennes dans les banques de

données publiques.

L’analyse des séquences d’acides aminés associées aux différentes séquences clonées en
amont du géne ‘phod a permis de cibler des facteurs de virulence potentiels encore
inconnus chez A4. pleuropneumoniae. La séquence homologue avec Oma87 chez la
bactérie P. multocida en est un exemple. Si cette protéine se comporte de la méme
facon que chez P. multocida, il s’agira d’une avancée importante concernant la virulence

d’A. pleuropneumoniae.

6.5 Perspectives d’avenir

I1 existe un grand nombre d’avenues possibles suite aux résultats de cette étude. Dans un
premier temps les protéines ayant des homologies avec des antigénes reconnus chez
d’autres bactéries peuvent faire le sujet d’un premier choix pour procéder a I’expression
des génes associés. Une fois les protéines obtenues, la production d’anticorps peut étre
fait a partir de porc. Ces anticorps pourront étre testés sur les lysats de bactéries
provenant de cultures bactériennes d’4. pleuropneumoniae obtenues lors de culture
dans des conditions in vitro et in vivo. On pourra, dans ce cas, différencier les protéines
produites en conditions in vivo seulement, ce qui nous donnerait un outil puissant pour
la production de vaccin et des informations supplémentaires quant au mode d’infection
de la bactérie. Les anticorps pourraient également servir a établir si les protéines sont
des antigénes protecteurs, c’est-a-dire des protéines pouvant servir dans la fabrication de

vaccins.

Dans un deuxiéme temps, les génes codant pour les protéines d’intéréts pourraient €tre
inactivés chez la bactérie 4. pleuropneumoniae faisant en sorte d’empécher toute

expression de la protéine. Une fois la souche mutante obtenue, on pourrait vérifier si la
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virulence de la bactérie est modifiée (par des test en condition in vivo) et le cas échéant ,

considérer la production de vaccin vivant atténué.

Finalement, un criblage bio-informatique de séquences d’exportation sur la séquence
complete du génome complet d’A. pleuropneumoniae pourrait étre faite. De cette fagon,
les séquences codant pour les séquences d’exportation pourraient toutes €tre mises en
évidence, et ainsi nous fournir une banque de séquences d’exportation précieuse pour
I’élaboration de futurs vaccins et pour ’acquisition d’informations en relation avec la

virulence d’A. pleuropneumoniae.

A partir des résultats que nous avons obtenus, les travaux de recherche sur les facteurs
de virulence et les protéines antigéniques d’A. pleuropneumoniae viennent de franchir
une nouvelle étape. Une grand nombre de données nous sont maintenant disponibles
afin d’augmenter nos connaissances sur la pathogénicité¢ d’A. pleuropneumoniae. Nous
serons également en mesure de mettre en évidence de nouveaux facteurs de virulence et
ainsi accroitre la quantité¢ d’information disponible pour 1’élaboration de traitements

préventifs efficaces contre la pleuropneumonie porcine.
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