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Actinobacillus pleuropneumoniae est un important pathogene des voies
respiratoires du porc. Notre équipe a précédemment démontré que le
lipopolysaccharide (LPS) est I’adhésine majeure d’A. pleuropneumoniae. Le
premier objectif du présent travail consistait & évaluer le role protecteur de
I’adhésine lipopolysaccharidique d’A. pleuropneumoniae sérotype 1 chez la
souris et le porc. Aprés une hydrolyse acide et une chromatographie, les
fractions représentant les LPS de haut poids moléculaire ont été conjuguées a
I’albumine bovine sérique (conjugué O-polysaccharide-ABS). Des groupes de
souris ont ét¢ immunisés avec différentes préparations vaccinales comprenant
le conjugué O-polysaccharide-ABS et le LPS détoxiqué. Différents adjuvants
ont aussi été¢ utilisés afin d’induire une meilleure réponse immunologique aux
antigénes polysaccharidiques. Aprés I'infection des souris par voie intranasale
avec une souche d’A. pleuropneumoniae sérotype 1 ou sérotype 5, nous avons
observé les plus hauts taux de survivants avec le conjugué O-polysaccharide-
ABS mélangé au Quil A et le LPS détoxiqué mélangé a une émulsion
eaw/huile. Cependant, la protection induite avec les différentes préparations
vaccinales était spécifique de sérotype puisque les souris infectées avec la
souche de sérotype 5 ont été tuées. Par la suite, nous avons immunisé des porcs
avec les deux préparations qui avaient donné les meilleurs résultats chez la
souris. Apres 1’infection des porcs par voie intranasale, nos résultats indiquent
qu'une bonne protection est obtenue avec le LPS détoxiqué, tandis que
Pimmunisation avec le conjugué O-polysaccharide-ABS n’a induit aucune
protection. Nos résultats indiquent également qu’il n’y a pas de concordance
entre D’efficacité vaccinale déterminée chez la souris et le porc. Etant donné
que I’'injection d’une seule molécule (le LPS détoxiqué) semble aussi efficace
que la bactérie entiére, ceci confirme notre hypothése concernant le réle
important joué¢ par les LPS dans la pathogénie et la protection contre les

infectiuns causées par A. pleuropneumoniae.
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Le deuxiéme objectif de ce travail consistait a obtenir des mutants d’A.
pleuropneumoniae au niveau de la biosynthése des LPS dans le but de
confirmer leur role dans la pathogénie et de surcroit identifier la région de cette
molécule complexe impliquée dans 1’adhérence. Aprés avoir obtenu deux
mutants spontanés possédant des LPS rugueux (le LPS du sérotype 1 est de
type semi-rugueux), nous avons évalué leur adhérence sur des coupes
congelées de trachée de porcelet et leur virulence chez la souris. Un des
mutants spontanés adhérait de fagon similaire a la souche meére, tandis que
’autre adhérait beaucoup moins, suggérant que ’antigéne O, absent chez ces
mutants, ne semble pas étre nécessaire a ’adhérence d’A. pleuropneumoniae.
De plus, ces mutants étaient beaucoup moins virulents chez la souris, indiquant
que le LPS est un facteur de virulence important d’A. pleuropneumoniae. Ces
résultats ont été confirmés a 1’aide de mutants isogéniques. De fait, aprés
mutagénése a 1’aide du transposon mini-Tn/(, sept mutants possédant des LPS
rugueux et un mutant possédant une bande additionelle au niveau de la région
du noyau oligosaccharidique-lipide A ont été obtenus. Ces mutants étaient
moins virulents chez la souris et plus sensibles & ’activité bactéricide du
sérum. Les mutants possédant des LPS rugueux ont adhéré d’une fagon
similaire ou en plus grand nombre que la souche mére, tandis que la souche
mutée dont la région du noyau oligosaccharidique-lipide A est modifiée
adhérait significativement moins que la souche mére. Ces résultats indiquent
que l'antigtne O ne semble pas étre essentiel a 1’adhérence d’A.
pleuropneumoniae tandis qu’un noyau oligosaccharidique complet serait
important. Chez le mutant adhérant moins aux cellules des voies respiratoire du
porc, le transposon était inséré dans la région promotrice du géne galU, le géne
structural de I’'UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransférase. Ce géne est
impliqué dans la production de 'UDP-glucose qui est utilisé lors de la synthése

du noyau externe chez d’autres bactéries Gram-négatif. De plus, ce mutant
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était moins virulent chez le porc comparativement a la souche mere.
L’ensemble de nos résultats démontre clairement que le LPS est un facteur de
virulence important d’4. pleuropneumoniae et est impliqué dans 1’adhérence

de ce micro-organisme aux cellules de 1’hote.

MOTS CLES: Actinobacillus pleuropneumoniae, lipopolysaccharides, vaccin,

mutant, adhérence, virulence.
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I. INTRODUCTION



Actinobacillus  pleuropneumoniae est 1’agent ¢étiologique de la
pleuropneumonie porcine. Cette maladie, répandue mondialement, cause des
pertes économiques trés importantes a I’industrie porcine. L’adhérence de
micro-organismes a la surface des cellules de 1’héte représente une étape
importante de la pathogenése d’infections bactériennes (Cundell et Tuamanen,
1995). 11 a été démontré que 1’adhésine majeure d’A. pleuropneumoniae est son
lipopolysaccharide (LPS) (Jacques, 1996). Plus récemment, la partie
polysaccharidique du LPS a été identifié¢e comme étant responsable de
I’adhérence d’A. pleuropneumoniae aux cellules du tractus respiratoire porcin
(Paradis et coll., 1994). De plus, les LPS peuvent lier I’hémoglobine porcine et
pourraient donc étre impliqués dans 1’acquisition du fer chez ce micro-

organisme (Bélanger et coll.,, 1995; Archambault et coll., 1997).

Les vaccins contenant des bactéries inactivées (bactérines) sont utilisés
pour prévenir et contrdler la maladie mais différentes molécules de la bactérie
(capsule, OMP, toxines RTX) ont également été évaluées afin de déterminer
leur role dans la protection (Tableau I, p. 27). Ces différentes préparations
vaccinales peuvent réduire la mortalité et la morbidité mais ne préviennent pas
I’infection et n’offrent pas une bonne protection croisée contre les autres
sérotypes. Il semble donc qu’une approche vaccinale intéressante consisterait
en l'utilisation de 1’adhésine majeure d’A. pleuropneumoniae, soit les LPS,
dans le but de bloquer 1’étape initiale de I’'infection (i.e. la colonisation des
voies respiratoires) avant méme que les toxines produites par le micro-

organisme aient le temps d’agir au niveau pulmonaire.

A notre connaissance, aucune étude utilisant des souches d’A.

pleuropneumoniae mutées au niveau de la biosyntheése des LPS n’a été réalisée
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jusqu’ici. De tels mutants permettraient de clarifier le role et le mécanisme

d’action des LPS dans la pathogenése de I’infection & A. pleuropneumoniae.

Le présent projet a pour but: (1) d’évaluer le role protecteur des
adhésines lipopolysaccharidiques d’A. pleuropneumoniae chez la souris et le
porc, (2) d’obtenir des mutants d’4. pleuropneumoniae au niveau de la
biosynthese des LPS afin de confirmer leur role dans la pathogénie et, de plus,

identifier la région de cette molécule complexe impliquée dans 1’adhérence.



II. REVUE DE LA LITTERATURE



1. Généralités

Actinobacillus pleuropneumoniae (anciennement connu sous le nom de:
Haemophilus pleuropneumoniae, H. parahaemolyticus) est 1’agent étiologique
de la pleuropneumonie porcine (Nicolet, 1992), maladie décrite pour la
premiére fois en 1957 (Pattison et coll., 1957). Ce micro-organisme est un
coccobacille, Gram-négatif, capsulé, anaérobie facultatif et hémolytique
(hémolyse B sur gélose sang) (Nicolet, 1992). Deux biotypes ont été décrits: le
biotype 1 requiert pour sa croissance du nicotinamide adénine dinucléotide
(NAD), une co-déhydrogénase de la chaine respiratoire, tandis que le biotype 2
est NAD-indépendant (Pohl et coll., 1983). Jusqu'a présent, 12 sérotypes du
biotype 1, incluant le sérotype 5 qui a été subdivisé en sous-groupe a et b
(Nielsen, 1986b), et 2 sérotypes du biotype 2 ont été décrits selon les
différences entre D’antigénicité et la structure de leurs polysaccharides
capsulaires (Fodor et coll.,, 1989; Nielsen, 1986a). Récemment, Jolie et coll.
(1994) ont subdivisé le sérotype 1 en sous-groupe a et b selon des différences
antigéniques localisées au niveau des lipopolysaccharides et de la capsule. La
prévalence des sérotypes varie selon les pays. Au Québec, ce sont les sérotypes

1 et 5 du biotype 1 qui sont prédominants (Mittal, 1992).

2. La pleuropneumonie porcine

La pleuropneumonie porcine, répandue mondialement, cause des pertes
économiques trés importantes a I’industrie porcine. Elle est caractérisée par 3
formes: suraigué, aigué et chronique. La forme suraigué se caractérise par des
animaux trés malades faisant avec de la fievre (41,5°C) et de I’anorexie. De
plus, une courte période de diarrhée et de vomissement est souvent observée.
La phase terminale est caractérisée par une dyspnée sévére et I’animal est

cyanosé. Juste avant la mort, des écoulements sanguinolents et mousseux du



nez et de la gueule sont observés. La mort survient entre 24 a 36 heures. La
forme aigué est caractérisée par une évolution de la maladie moins rapide et
par des symptOmes respiratoires sévéres incluant de la dyspnée et de la toux.
En plus, les animaux ont une fiévre modérée (40,5-41°C) et souffrent
d’anorexie. La forme aigué¢ peut évoluer vers un stade létal (mort en ~48
heures) ou vers la forme chronique. Cette demiere est plus difficile a
caractériser cliniquement, car les porteurs sont souvent asymptomatiques.
Cependant, ils souffrent d’anorexie sévére ce qui résulte en une diminution du

gain de poids (Nicolet, 1992).

Les lésions résultant de ’infection sont principalement localisées dans
le tractus respiratoire. Une pleurésie fibrineuse massive généralisée ou locale
caractérise les formes suraigué et aigué de I’infection. La cage thoracique est
riche en liquide séro-sanguinolent. Tous les lobes pulmonaires peuvent étre
affectés mais les lésions sont plus fréquentes au niveau des lobes
diaphragmatiques. La forme suraigué se caractérise par une pneumonie a
caractére hémorragique. Le poumon est ferme au toucher et de couleur
variable, allant du rouge clair au rouge foncé. Dans la forme aigué, une
pleuropneumonie fibrino-hémorragique ou fibrino-nécrotique peut se
développer. La partie atteinte du poumon est friable et de couleur rouge foncé
et les foyers affectés sont parfois confluents. L’aspect des lésions de la forme
chronique est variable. On peut rencontrer des adhérences pleurales locales
avec ou sans abcés de grosseur variable dans les lobes diaphragmatiques. Ces

abces sont entourés d’une capsule de tissu conjonctif (Nicolet, 1992).

La morbidité et la 1étalité varient selon la virulence de la souche
infectante et la présence de facteurs prédisposants (ex: température et

ventilation). En général, lorsque A. pleuropneumoniae est introduit dans un



troupeau susceptible, la maladie est extrémement invasive. Si tous les groupes
d'age peuvent étre atteints, ce sont les jeunes animaux qui sont le plus menaces.
Ainsi, les cas aigus sont le plus souvent observés chez les cochons de lait dans
les exploitations d'élevages (Europe), alors qu'a l'engraissement ce sont les
animaux nouvellement introduits dans le troupeau qui manifestent la maladie
(Canada). La principale source d'infection demeure le porc lui-méme. Ce sont
des animaux apparemment sains (porteurs asymptomatiques) qui sont la cause

la plus fréquente de la transmission de l'infection entre les troupeaux.

La transmission qui se produit entre les porcs est due, a courte distance,
soit & des aérosols, soit par contact direct entre les porcs, soit par des voies
indirectes (souillures de I'environnement) qui sont particuliérement actives lors
de manifestations aigués de la maladie ou l'agent infectieux est excréte
massivement dans les sécrétions nasales. Aussi, 1’augmentation des facteurs de
stress comme !’entassement, le transport, les changements brusques de
température ou une mauvaise ventilation augmentent I’incidence de la maladie

(Nicolet, 1987, 1992).

3. Facteurs de virulence
3.1 Capsule polysaccharidique

A. pleuropneumoniae est généralement capsulé mais I’épaisseur du
matériel capsulaire varie selon 'isolat et 1’4ge de la culture (Jacques et coll,,
1988). Les cellules d’A. pleuropneumoniae retrouvées dans les poumons de
porcs infectés sont aussi recouvertes d’une couche de polysaccharides
capsulaires (Jacques et coll., 1988; Jensen et Bertram, 1986). La composition
et la structure de la capsule ont été déterminées pour les souches de référence

de chaque sérotypes (Perry et coll,, 1990). Ainsi, il a ét¢ démontré que la
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capsule de cet organisme est composée d'unités répétitives d'oligosaccharides et
qu'elle est chargée négativement due aux résidus d’acide carboxylique ou de
phosphate (Perry et coll., 1990). La capsule est la premiére structure qui
protége la bactérie de différents mécanismes de défense de T'hote, comme la
phagocytose et I’effet bactéricide du sérum (Inzana et Mathison, 1987; Inzana
et coll., 1988; Rycroft et Cullen, 1990; Ward et Inzana, 1994). Jacques et coll.
(1988) ont démontré, en utilisant la microscopie électronique, que 1'épaisseur
de la capsule variait selon le sérotype, c’est-a-dire que les sérotypes plus
virulents possédaient une capsule plus épaisse. Ceci pourrait expliquer en
partie pourquoi les sérotypes me possédent pas tous le méme degré de
virulence. De plus, Paradis et coll. (1996) ont démontré que la croissance sous
des conditions réduites en fer, condition comparable a ce qu’on retrouve in

vivo, n’affecte pas la production de la capsule.

Récemment, Ward et Inzana (1997) ont identifi¢, cloné et séquencé une
portion du locus (cpxDCBA) impliqué dans 1’exportation des polysaccharides
capsulaires d’A. pleuropneumoniae sérotype 5a. Ils ont utilisé une sonde
homologue au locus impliqué dans 1a biosynthése de la capsule d’Haemophilus

influenzae type b, un micro-organisme apparente.

3.2 Lipopolysaccharides
3.2.1 Structures des lipopolysaccharides

Le lipopolysaccharide (LPS ou endotoxine) d’A. pleuropneumoniae est
une molécule complexe comprenant trois régions distinctes: le lipide A, le
noyau oligosaccharidique et I’antigéne O. Le lipide A, partie toxique du LPS,
est la région la moins variable. Elle est principalement constituée d’un sucre
(diglucosamine), de groupes phosphates et de longues chaines d’acides gras.

Celui-ci sert & ancrer le LPS dans la membrane externe du micro-organisme
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(Rietschel et Brade, 1992). Le lipide A des LPS d’ A. pleuropneumoniae peut
lier I’hémoglobine porcine et possiblement étre impliqué dans 1’acquisition de
fer chez ce micro-organisme (Bélanger et coll., 1994; 1995). Il a été aussi
démontré que la liaison de ’hémoglobine avait un effet sur les proprétés
physiques et biologiques du LPS d’A. pleuropneumoniae (Archambault et coll.,
1997).

Le noyau oligosaccharidique est composé d’un noyau interne et d’un
noyau externe. Le noyau interne comporte deux sucres inhabituels: I’heptose et
I’acide 3-désoxy-D-manno-octulosonique (KDO). Le KDO comporte huit
atomes de carbone et relie la partie polysaccharidique au lipide A. Le noyau
externe est, quant a lui, composé d’hexoses. Le noyau est structurellement plus
uniforme que I’antigéne O, ce dernier étant le segment le plus variable de

I’endotoxine.

L’antigéne O est composé d’unités répétées d’oligosaccharides. La
composition et la structure de ces unités oligosaccharidiques ont été
déterminées pour tous les sérotypes (Perry et coll., 1990). Dépendant de la
présence ou de I’absence de I’antigéne O, les LPS d’A. pleuropneumoniae sont
classifiés en 3 profils électrophorétiques: lisse (sérotypes 2, 4, 5 et 7), semi-
rugueux (sérotypes 1 et 5) et rugueux (sérotypes 3 et 6) (Bélanger et coll,,
1990, Byrd et Kadis, 1989; Fenwick et coll., 1986b, Perry et coll., 1990).
Méme si la composition de ’antigéne O est spécifique au sérotype, leur
longueur peut différer entre les souches, donnant des profils différents &

Pintérieur du méme sérotype (Altman et coll., 1990).
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3.2.2 Fonctions des lipopolysaccharides

L’adhérence de micro-organismes a la surface des cellules de I’hdte
représente la premiére étape de la pathogenese d’infections bactériennes. Les
bactéries possédent des molécules ou structures de surface (appelées
adhésines) capables de se lier de fagon spécifique a d’autres molécules
(appelées récepteurs) situées 4 la surface des muqueuses de I'hote (Cundell et
Tuamanen, 1995). L’adhérence d’A. pleuropneumoniae serait facilitée par un
appareil muco-ciliaire trachéo-bronchique endommagg, par un synergisme avec
Mycoplasma hyopneumoniae qui agirait comme facteur favorisant la
destruction de l'appareil muco-ciliaire mais également par son action
immunosuppressive (Yagihashi et coll., 1984), par une infection massive qui
dépasserait les capacités d'épuration de l'appareil muco-ciliaire ou par le
contournement de la barriére muco-ciliaire par la bactérie. Cette dernicre
possibilité demande un environnement favorable (température et humidité) a la
formation d'aérosols suffisamment fins pour conserver la bactérie en
suspension et permettre son passage directement de l'air inspiré aux poumons

(Vaillancourt et coll., 1987).

II a été démontré que le LPS est l’adhésine majeure d’A4.
pleuropneumoniae (pour une revue voir Jacques, 1996). De plus, I’adhérence
semble étre reliée au profil électrophorétique des LPS car les isolats faisant
partie des sérotypes possédant des LPS lisses adhéraient fortement aux
anneaux de trachée de porcelet tandis que ceux faisant partie des sérotypes
ayant des LPS semi-rugueux adhéraient faiblement (Bélanger et coll., 1990).
Aussi, la capacité d’A. pleuropneumoniae d’adhérer aux cellules du tractus
respiratoire porcin apparait étre plus important que l'affinité pour le mucus
(Bélanger et coll.,, 1992). Plus récemment, il a été démontré que la partie

lipidique du LPS n’était pas responsable de [’adhérence d’A.
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pleuropneumoniae mais, qu’au contraire, la partie polysaccharidique était
responsable de son adhérence aux cellules des voies respiratoires du porc

(Paradis et coll., 1994).

Diverses activités biologiques du LPS ont été amplement étudiées
(Rietschel et Brade, 1992). 11 a été démontré que les anticorps dirigés contre les
LPS seraient impliqués dans un mécanisme de résistance a I’activité bactéricide
du sérum. Ces anticorps diminueraient I’adhérence du facteur C9 a la surface
bactérienne (Ward et Inzana, 1994). Udeze et coll. (1987) et Idris et coll.
(1992) ont aussi suggéré que 1’effet du LPS est reli¢ a la réponse inflammatoire
et que cette réponse n’est pas associée au développement de lésions
nécrotiques et hémorragiques. Les LPS n’agissent sur l’organisme que
lorsqu’ils sont libérés par les bactéries, lors de la lyse ou lors de la
multiplication des micro-organismes. Une fois libérés, les LPS via le lipide A
stimulent le relachement de médiateurs impliqués dans la réponse
inflammatoire par différentes cellules, incluant les macrophages. Les

macrophages activés produisent alors trois groupes de puissants meédiateurs:
des protéines (TNF, IL1, IL6 et IL8), des radicaux libres oxygénés (O,", H O,
et NO) et des lipides (prostaglandine E,). Lorsque ces médiateurs sont libérés

en petite quantité, ils produisent des effets bénéfiques (fievre modérée,
stimulation générale du systéme immunitaire et destruction du micro-
organisme) mais lorsqu'ils sont libérés en grande quantité, ils produisent des
effets néfastes (fievre élevée, hypotension, coagulation sanguine disséminée et

choc létal) sur I’organisme (Rietschel et Brade, 1992).
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3.2.3 Biosynthése des lipopolysaccharides

Une nouvelle nomenclature des génes impliqués dans la biosynthese des
polysaccharides bactériens a été proposée par Reeves et coll. (1996). Ce
systéme de nomenclature est basé sur le principe que les génes ayant la méme
fonction porteront le méme nom. Mais étant donné que cette nomenclature
n’est pas encore trés utilisée, j’utiliserai le nomenclature courante pour

expliquer la biosynthése des LPS.

La biosynthése des LPS est trés complexe. Etant donn¢ que celle des
LPS d’A. pleuropneumoniae n’est pas connue, la biosynthése des LPS
d’Escherichia coli K-12 et de Salmonella enterica sérovar Typhimurium LT2
sera utilisée pdur expliquer ce systéme complexe. Au moins 50 genes sont
requis pour la biosynthése et 1’assemblage des LPS (Schnaitman et Klena,
1993).

L’uridine diphospho-N-acétyle-D-glucosamine (UDP-GlcNac) joue un
role primordial dans I’assemblage des polymeres de surfaces bactériens.
L’UDP-GlIcNac sert entre autre, chez E. coli K-12, a initier la formation du
lipide A (Galloway et Raetz, 1990). La biosynthése des LPS sera donc initiée
par le transfert d’une chaine d’acide gras (R-3-hydroxymyristoyl-ACP) a
P’UDP-GIcNac par une enzyme codée par le géne Ipx4 (Anderson et coll,
1987; 1993; Coleman et Raetz, 1988), pour donner le UDP-3-O-(R-3-
hydroxymyristoyl)-GlcNAc (Figure 1, p. 13). Suivant la déacylation de cette
molécule par une déacétylase codée par le gene envA (IpxC), le précurseur du
sucre du lipide A (UDP-2,3-diacylglucosamine) sera formé par I’incorporation
d’une autre chaine d’acide gras a I'UDP-3-O-(R-3-hydroxymyristoyl)-GlcNAc
(Kelly et coll., 1993). Cette réaction est catalysée par une N-acyltransférase

codée par le géne fird (IpxD). Certaines des molécules du précurseur du sucre
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UDP-GlcNac

~ R-3-hydroxymyristoyl-ACP
ACP¢” IpxA

UDP-3-0-(R-3-hydroxymyristoyl)-GlcNAc

déacylation
Acétatee”] ipxC

v
UDP-3-0-(R-3-hydroxymyristoyl)-GlcNAc (sans acétate)

R-3-hydroxymyristoyl-ACP
APC IpxD
UMP
2,3-diacylgluco- & UDP-2,3-diacylglucosamine
samine-1-P (lipide X)
IpxB
UDP:
2,3-diacylglucosamine----diacylglucosamine-3,2
ATP
kinase
ADP
lipide IVa

- CMP-KDO
CMP ¢ kdiA

KDO,-lipide IV 5

htrB et msbB
KDO,-lipide A (LPS Re)

rfaC et rfalF’
noyau interne-KDOllipide A (LPS Rd1)

rfaGBIJK

\ 4
noyau externe-noyau interne-KDO,-lipide A (LPS Ra)

Figure 1. Biosynthése du lipide A et du noyau oligosaccharidique. Les geénes
impliqués dans la synthése sont indiqués en italique. Modifiée selon Raetz
(1996).
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du lipide A seront clivées a la liaison pyrophosphate pour générer le lipide X
(2,3-diacylglucosamine-1-phosphate) (Raetz, 1996). La formation du
disaccharide du lipide A implique la liaison du lipide X avec une molécule du
précurseur dans une réaction catalysée par une disaccharide synthétase codée
par le géne IpxB (Crowell et coll., 1987). Il en résulte un lien 8,1°-6 entre les
deux glucosamines retrouvés dans les molécules de lipide A de tous les LPS
connus (Ray et coll., 1984). Aprés I'incorporation d’un phosphate a la position
4’ générant le lipide IV, celui-ci liera deux molécules de KDO, issues du
CMP-KDOQ, et ainsi formera la molécule KDO,-lipide IV,. Comme demicre
étape, des molécules de laurate et myristate sont incorporées au lipide IV, par
deux enzymes, la lauroytransférase (codée par htrB) (Clementz et coll., 1995)
et I'acyltransférase (codée par le géne msbB) (Clementz et coll., 1995). Le
résultat final est le KDO,-lipide A (LPS Re).

Par la suite, les différents sucres composant le noyau oligosaccharidique
seront synthétisés et liés a cette molécule. Cependant, les enzymes qui
incorporent les sucres et les autres constituants au noyau oligosaccharidique ne
sont pas bien caractérisés. Ceci est dii aux structures des substrats utilisés par
les enzymes et les produits générés par celles-ci qui ne sont pas bien connus et,
aussi, des substrats synthétiques requis pour compléter 1’étude de la
biosynthese qui ne sont pas disponibles commercialement. La biosynthése du
noyau oligosaccharidique est sous le controle de 1’opéron rfa. La région rfa
d’E.coli consiste en 14 génes organisés en 2 opérons majeurs qui sont transcrits
en direction opposée (Raetz, 1996). Un petit opéron contenant les génes kdtA
et orfl8 est situé immédiatement a co6té de 1’opéron rfa. L’un des opéron
majeur commence avec le géne rfaD, code pour quatre genes (DFCL) et est
sous un contrdle de type thermique (Raina et Georgopoulos, 1991). Les génes

rfaD, rfaC et rfaF, impliqués dans la biosynthése du noyau oligosaccharidique
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interne, codent pour une ADP-heptose épimérase (Coleman, 1983), la premiere
heptosyltransférase (Sirisena et coll., 1992) et la deuxiéme heptosyltransférase
(Sirisena et coll, 1992) respectivement. Ces deux demnires enzymes
transférent un heptose sur la molécule KDO,-lipide A. L’autre opéron
commence avec le géne rfaQ qui est régulé par le gene rfaH (Raetz, 1996). Les
génes rfaGBIJK sont impliqués dans la biosynthése de la région externe du
noyau oligosaccharidique. Ils sont impliqués dans I’attachement séquentiel de
glucose et de galactose (Schnaitman et Klena, 1993). Le réle des genes rfaQ, -
S, -Y, -Z et -K d’E. coli et de Salmonella sont incertains (Parker et coll., 1992;
Sirinera et coll., 1992). Dans S. typhimurium 112, le géne rfaK coderait pour
une enzyme qui lie un GIcNAc au noyau externe (Shnaitman et Klena, 1993).
Cette lLiaison serait requise pour I’attachement de 1’antigéne O (Shnaitman et
Klena, 1993). Plusieurs génes qui participent & la biosynth¢se du noyau
oligosaccharidique sont situés a 1’extérieur de 1’opéron rfa. Parmi ces génes, il
y a le géne rfaH qui contrdle le géne rfaQ, le géne rfaE qui est requis pour la
fabrication de I’ADP-heptose, substrat utilisé pour I’attachement des résidus
heptose a la région KDO,-lipide A et, finalement le géne ga/U qui serait
impliqué dans la biosynthése du noyau oligosaccharidique externe comme cela
a été démontré chez Shigella flexneri (Sandlin et coll., 1995) et Haemophilus
influenzae (Hood et coll., 1996).

La biosynthése de I’antigéne O est contrdlée par les genes de 1’opéron
rfb (Raetz, 1996). Puisque la structure de 1’antigéne O est trés variable, la
séquence nucléotidique de cette région est aussi trés variable parmi les
bactéries Gram-négatif. Les quatre premiers genes de cet opéron (BDAC)
codent pour une enzyme qui génére le sucre dTDP-rhamnose tandis que les
génes suivants, c¢’est-a-dire les génes IFGHJ, codent pour les enzymes qui

fabriquent le 3,6-didésoxyhexose (Shaitman et Klena, 1993, Ces deux sucres
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sont utilisés comme substrat dans la biosynthése de 1’antigéne O. Celui-ci est
synthétisé indépendamment du lipide A et du noyau oligosaccharidique sur un
transporteur lipidique, le undécaprénol-phosphate (und-P) (Whitfield, 1995).
Le cycle de la biosynthése de I’antigéne O est initié, pour S. typhimurium, par
le transfert d’une molécule de galactose-1-phosphate au und-P par une enzyme
codée par le géne rfbP (Figure 2, p. 17) (Raetz, 1996). Ensuite, il y a une suite
de glycosylations séquentielles catalysées par des transférases codées par les
génes #fbN, rfbU et rfbV (Raetz, 1996). Par la suite, il y a polymérisation de la
chaine de ’antigéne O. Une caractéristique importante de cette polymérisation
réside dans le fait que les unités oligosaccharidiques nouvellement synthétisées
sont introduites au bout réducteur de la chaine en croissance, ¢’est-a-dire que
la molécule und-P liée a plusieurs unités oligosaccharidiques ((X-Y-gal),-PP-
und) est utilisé comme substrat de la polymérase (Figure 2, p. 17). Cette
polymérisation est sous le contréle du géne rfc (rol). Puis, I’antigéne O est
transféré et lié au noyau oligosaccharidique-lipide A sur la membrane
cytoplasmique du c6té périplasmique. La réaction de ligation est codée par le
géne rfal, (Whitfield, 1995). Finalement, le LPS complet est transféré sur la
surface bactérienne par un mécanisme inconnu (Whitfield, 1995). Cependant, il
existerait d’autres mécanismes concernant la ligation de I’antigéne O a la
région du noyau oligosaccharidique-lipide A. Il semblerait que 1’antigéne O
pourrait se lier a la région noyau oligosaccharidique-lipide A du coté
cytoplasmique de la membrane cytoplasmique et, par la suite, la molécule
compléte du LPS serait transférée sur la membrane externe de la bactérie par

un mécanisme inconnu (Paulsen et coll., 1997).

Jusqu'a récemment, seulement deux processus €taient connus pour la
polymérisation de I’antigéne O. Il y a celui Rfc-dépendant (voir ci-haut) et

celui Rfc-indépendant. Le Rfc-indépendant est caractérisé par une réaction
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undécaprénol-phosphate (und-P)

UMP
rfbP
UDP-gal

P; gal-PP-und
glycosylations séquentielles
rfbN, rfbU et rfbV
v
PP-und-P X-Y-gal-PP-und
A
‘\_‘, (X-Y-gal)n-PP-und
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Figure 2. Biosynthése de I’antigene O. Les génes impliqués dans la synthése
sont indiqués en italique. La nouvelle unité de I’antigéne O est indiquée en
caractéres gras. X et Y représentent des sucres (hexoses). Modifiée selon Raetz

(1996).
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initiée par ’enzyme Rfe (voir ci-bas), par une polymérisation qui se produit
par un transfert séquentiel sur le bout non-réduit de résidus glycosylés et par
une seule molécule de und-P (Whitfield et coll, 1997). Récemment,
Keenleyside et Whitfield (1996) ont mis a jour un troisiéme processus qui est
retrouvé chez S. enterica sérovar Borreze. Ce processus nécessite 1’enzyme Rfe
et il est Rfc-indépendant. Etant donné que ce ne sont pas tous les antigenes O
qui contiennent du galactose, une autre enzyme que RfbP est nécessaire pour
initier la biosynthése de I’antigéne O. Cette enzyme, une N-acétyl-
glucosamine-1-phosphatetransférase codée par le géne Rfe, est utilisée chez

plusieurs micro-organismes soit E. coli, S. flexneri et S. dysenteriae type 1

(Whitfield, 1995).

Etant donné la trés grande connaissance de la biosynthése des LPS de
Salmonella, différents LPS mutés au niveau du noyau oligosaccharidique sont
disponibles commercialement. Ces LPS sont appelés Re (muté dans rfaFE, rfaD,
rfaC), Rd; (muté dans rfaF), Rd, (muté dans rfaGG), Rc (muté dans rfaF) et Ra
(mut¢ dans rfal, rfbT) (Sirisena et coll., 1992).

3.3 Exotoxines

Les neutrophiles et les macrophages du tissu pulmonaire peuvent étre
affectés par certaines toxines. A. pleuropneumoniae élabore différentes toxines
labiles & la chaleur qui peuvent détruire ces constituants du systeme
immunitaire et, par conséquent, favoriser sa multiplication. Ces différentes
toxines, membres de la famille des toxines RTX (repeats in the structural
toxin), sont connues sous les noms ApxI, ApxIl et ApxIll pour Actinobacillus
pleuropneumoniae RTX toxins (Frey et coll., 1993; Frey, 1995). Ces toxines
contiennent des régions répétées riches en glycine et leur toxicité envers les

macrophages et les neutrophiles est due a la formation de pores (Frey et coll.,
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1993; Lalonde et coll., 1989; Maier et coll., 1996). Ces trois toxines sont des
protéines dont le poids moléculaire est 105 kDa (ApxI), entre 103 et 105 kDa
(ApxII) et 120 kDa (ApxIII). ApxI est synthétisée par les souches des sérotypes
1, 5a, 5b, 9, 10 et 11. Celle-ci est hautement hémolytique et posséde une tres
grande activité cytotoxique pour les macrophages alvéolaires et les
neutrophiles porcins. De plus, elle est inductible par le calcium. Pour ce qui est
d'Apxll, elle est synthétisée par tous les sérotypes sauf le sérotype 10. Elle est
faiblement hémolytique et modérément cytotoxique. Enfin, ApxIIl est fabriqué
par les sérotypes 2, 3, 4, 6 et 8. Cette protéine est non-hémolytique mais
hautement cytotoxique (Frey et coll.,, 1993; Inzana, 1991; Tascon et coll,
1996). Récemment, Frey et coll. (1997) ont découvert une nouvelle toxine
RTX chez A. pleuropneumoniae. Cette toxine serait présente chez tous les
sérotypes et posséderait un poids moléculaire variant entre 154 et 186 kDa. En

plus, elle serait exprimée seulement dans des conditions in vivo.

Les génes impliqués dans la biosynthése des ces toxines sont retrouves
dans une seule unité transcriptionelle, CABD, et sont exprimés a partir d’un
promoteur commun situé en amont du géne C. Le geéne A est celui de la
protéine structurale, le géne C code pour une protéine activatrice qui est
impliquée dans la conversion de la protoxine en toxine active. Les génes B et D
codent pour des protéines associées a la membrane qui sont essentielles dans le
processus de la sécrétion des toxines (Welch et Pellett, 1988). Les geénes
impliqués dans la biosynthése de 1’ ApxI sont regroupés sous 1’opéron apx/. Les
geénes de cette opéron sont désignés apxIC, apxIA4, apxIB et apxID. Concernant
les génes de la toxine ApxIl, ils font partis de I’opéron apx/l. Les génes de
I’opéron apxII sont désignés apxIIC et apxIIA. Aucun gene de sécrétion n’a été

identifié dans cet opéron. La toxine ApxIII est codée par ’opéron apxIIl. Les
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génes de cet opéron sont désignés apxIlIC, apxIlIA, apxIliB et apxIlID (Frey,
1995).

Récemment, Kamp et coll. (1997) ont démontré clairement, par
I’inoculation de porcs avec des préparations purifiées, que les toxines Apxl,
ApxII et ApxIII sont les facteurs de virulence responsables du développement
des symptdmes cliniques et des lésions caractéristiques de la pleuropneumonie

porcine.

3.4 Protéines de 1a membrane externe

On retrouve, chez les sérotypes 1 4 9 d’A. pleuropneumoniae, trois a
cinq protéines majeures et 10 a 20 protéines mineures au niveau de la
membrane externe (Inzana, 1991). En plus, sous des conditions de croissance
pauvres en fer, A. pleuropneumoniae exprime des protéines de la membrane
externe regulées par le fer (Deneer et Potter, 1989a; Morton et Williams, 1989,
Niven et coll, 1989). Niven et coll. (1989) ont démontré qu’'A.
pleuropneumoniae peut croitre sur un milieu qui est pauvre en fer en présence
de la transferrine porcine mais pas en présence de la transferrine bovine ou
humaine. La capacité de cette bactérie de lier, via des protéines de 56 et 105
kDa (Gonzalez et coll.,, 1990), la transferrine porcine pour obtenir le fer de
I'hote pourrait expliquer la spécificité que cette bactérie posséde vis-a-vis du
porc. Jusqu'a tout récemment, aucun sidérophore n’avait été trouvé chez A.
pleuropneumoniae (Niven et coll., 1989). Cependant, Diarra et coll. (1996) ont
démontré que des souches d’A. pleuropneumoniae des sérotypes 1 et 5
sécrétaient 4 I'intérieur d’un milieu de culture pauvre en fer, un sidérophore
qui n’appartient pas a la famille des cathécoles et des hydroxamates (familles
connues et bien caractérisées de sidérophores). Cette étude est la premiére

démontrant qu’A. pleuropneumoniae produit des sidérophores.
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Une protéine de 42 kDa a aussi été retrouvée chez des souches d’A4.
pleuropneumoniae des sérotypes 1, 2, 3, 5, 6 et 7 lorsque le maltose est ajouté
au milieu de culture (Deneer et Potter, 1989b). Cette protéine serait impliquée
dans le transport du maltose et permettrait une meilleure croissance in vitro.
Cependant, aucun rdle dans la virulence n’a été associ€ a cette protéine. Une
autre protéine de la membrane externe d’environ 50 kDa a été caracterisée chez
A. pleuropneumoniae sérotype 1. Cette protéine est une lipoprotéine A et elle
est appelée OmlA. Des porcs immunisés avec cette protéine sont proteégés
contre une infection avec une souche d’un méme sérotype (Gerlach et coll.,
1993). Ce qui suggére qu’elle a peut-étre un role important dans la virulence
d’A. pleuropneumoniae. Récemment, Frey et coll. (1996) ont cloné une
protéine de 14 kDa d’A. pleuropneumoniae sérotype 2 qui appartient a la
famille des lipoprotéines PAL. Cette protéine, hautement immunogene, est
exprimée par tous les sérotypes d’A. pleuropneumoniae. De plus, elle est
analogue aux lipoprotéines PAL associées au peptidoglycane d’E. coli et a la

protéine P6 d’H. influenzae. Le 1dle exact de cette protéine reste a déterminer.

3.5 Autres facteurs contribuant a la virulence

Une équipe de chercheurs a réussi a identifier des fimbriae chez des
isolats d’A. pleuropneumoniae aprés croissance sur gélose sang (Utrera et
Pijoan, 1991). Cependant, ces fimbriae étaient rapidement perdus apres
quelques passages sur ce milien. Aucun role n'a été associé a cette structure

dans la virulence de la bacténe.

Le mucus contient des immunoglobulines A sécrétoires (IgAs) qui
assurent une protection au niveau des muqueuses du porc. Pour contourner ce
probléme, 4. pleuropneumoniae synthétise une protéase capable de cliver ces

immunoglobulines et ainsi faciliter la colonisation des voies respiratoires
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(Euzeby, 1993). Negrete-Abascal et coll. (1994) ont démontré que certaines
protéases d’A. pleuropneumoniae sérotype 1 dégradaient aussi la gélatine,
I’hémoglobine et les immunoglobulines IgA porcines. Ces protéases pourraient
étre impliquées dans les lésions pulmonaires en clivant directement les

protéines de ’hote.

Un facteur de perméabilité a été retrouvé dans le surnageant de culture
chez des isolats des sérotypes 1 et 5 d’A. pleuropneumoniae (Lallier et coll.,
1987). Ce facteur est non-hémolytique, non-protéolytique et cause de I’oedéme

dermique chez le lapin. Son rdle reste a étre clarifié.

4. Contréle de la pleuropneumonie porcine
4.1 Antibiethérapie

L'intervention thérapeutique n'est favorable que dans la phase aigu€¢ de
l'infection et se base sur l'administration d'antibiotiques. Le choix de
l'antibiotique se portera sur la substance la plus active et possédant les
propriétés pharmacocinétiques les plus favorables. En regle générale, ce sont
les bétalactamines (pénicillines et céphalosporines), les tétracyclines, le
chloramphénicol, le triméthoprime et sa combinaison avec un sulfamidé qui
sont les plus actifs (Nicolet, 1992). De nouveaux antibiotiques ont fait leur
apparition. Des dérivés de quinolones, comme par exemple 1’enrofloxacine ou
des antibiotiques semi-synthétiques comme les céphalosporines ont ét¢ tres
efficaces lors d’une infection expérimentale ( Kobisch et coll., 1990; Stephano
et coll., 1990). De plus, le tilmicosin mélangé a la nourriture est aussi efficace

contre la pleuropneumonie porcine (Moore et coll., 1996).
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Cependant, la résistance aux antibiotiques est de plus en plus répandue.
La résistance a I’ampicilline, au chloramphénicol, a la steptomycine et aux
sulfonamides est associée a de petits plasmides. Hirsh et coll. (1982) ont
démontré, chez certaines souches américaines, que la résistance a I’ampicilline
et aux sulfadiazines était reliée a la présence du plasmide pVM105 tandis que,
pour d’autres souches, la résistance a la streptomycine et aux sulfadiazines
était reliée aux plasmides pvVM104 et pVM106. Ces plasmides ont été aussi
retrouvés chez des souches ontariennes (Gilbride et coll., 1989). Concernant
les souches québécoises, Vaillancourt et coll. (1988) ont rapporté qu’il y avait
une augmentation de la résistance a 1’érythromycine tandis que tous les isolats
demeuraient sensibles a la tétracycline. Cependant, Nadeau et coll. (1988) ont
démontré qu’il y avait 68% d’isolats résistants a la tétracycline et qu’aucune

résistance n’a été observée pour I’érythromycine.

Le mécanisme de résistance a I’ampicilline a été associé au plasmide
ROB-1-B-lactamase (Chang et coll,, 1992). Récemment, Wasteson et coll.
(1996) ont démontré que la résistance a I’érythromycine était reliée aux genes
erm qui se situent sur un transposon conjugatif tandis que pour la résistance a
la tétracycline, le géne et B n’est pas relié a un plasmide conjugatif mais peut
étre associé au chromosome. Au Japon, Ishii et coll. (1993) ont démontré que
des plasmides de 4,3 et 8,1 Kb codent pour la résistance a la streptomycine et
aux sulfonamides tandis que des plasmides de 5,2 et 6,6 Kb codent pour la
résistance au chloramphénicol et aux streptomycine-sulfonamides-kanamycine,

respectivement.

4.2 Vaccination

Pour ce qui est de la vaccination, elle demeure l'outil de contréle le plus

utile pour l'instant mais un vaccin qui permettrait une protection efficace contre
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tous les sérotypes n'est pas encore au point. Des études d’immunisation ont
démontré que la vaccination de porcs avec une bactérine (cellule entiere
inactivée/tuée) protége contre une infection par un isolat du méme sérotype
mais non contre une infection par un sérotype différent (Tableau I, p. 27). Des
extraits cellulaires et des surnageants de culture ont aussi été évalués afin de
déterminer leur effet protecteur (Tableau I, p. 27). Ces antigénes étaient
composés de polysaccharides, de LPS et de protéines. De plus, une activité
hémolytique a été observée dans les surnageants de culture. Différentes
molécules (e.g. capsule, protéines de la membrane externe, toxines RTX) ont
également été évaluées séparément afin de déterminer leur rdle dans la
protection (Tableau I, p. 27). Ces différentes préparations vaccinales peuvent
réduire la mortalité et la morbidité mais ne préviennent pas I’infection et
n’offrent pas une bonne protection croisée contre les autres sérotypes. Le
méme résultat a été aussi observé dans les essais de protections passives
(Tableau II, p. 30) et dans les immunisations avec différents mutants d’A.
pleuropneumoniae (Tableau III, p. 31). Tel qu’observé dans les différents
travaux, le type d’adjuvant peut augmenter l’efficacité du vaccin. Ainsi,
différents adjuvants peuvent entrer dans leur composition méme si certains
adjuvants peuvent produire des lésions au site de vaccination (Straw et coll.,
1985). 11 existe les émulsions eawhuile dont la plus connue est certainement
I’adjuvant incomplet de Freund. Cet adjuvant consiste en une émulsion d’un
antigéne solubilisé dans une solution aqueuse et d’une huile minérale de basse
viscosité. Un autre adjuvant de ce type est le TiterMax. Cet adjuvant contient
une huile métabolisable et des polyméres non-ioniques composés de chaines
hydrophiles et hydrophobes qui permettent la liaison de I’antigeéne. Il existe
aussi les adjuvants & base d’huile végétale, comme I’huile d’arachide.
Récemment, les émulsions eau-huile-eau ont fait leur appartition. Ces

adjuvants consistent en une réémulsion d'une émulsion eau-huile
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conventionnelle avec le détergent Tween 80. Cet adjuvant est plus facile a
administrer et plus stable. Il y a aussi les adjuvants huile/eau. Le «Ribi
adjuvant system» appartient a ce type d’adjuvant. Celui-ci est composé d'une
huile métabolisable et d’un dérivé du LPS qui est non toxique, ¢’est-a-dire le
monophosphoryle lipide A qui permet l’activation des cellules T et des
macrophages. L’écorce d’un arbre de I’amérique du sud, le Quillaja saponaria,
contient une classe de composés nommés saponine ou Quil A, lesquels sont
d’excellents adjuvants. Finalement, des adjuvants 4 base de composés
d’aluminium sont aussi disponibles commercialement (Al(OH); et AIPO,). Ces
adjuvants sont trés sécuritaires chez ’humain et, par conséquent, trés utilisés
dans les vaccins commerciaux (Edelman, 1980; Johnson, 1994). Jusqu’a
maintenant, une protection optimale contre une infection par un sérotype
homologue ou hétérologue semblait s’observée seulement a la suite d'une
infection naturelle avec A. pleuropneumoniae (Nielsen, 1979; 1984). Par
contre, Cruijsen et coll. (1995) ont démontré que des porcs convalescents (a la
suite d’une infection expérimentale) étaient protégés contre une réinfection
avec une souche homologue, mais lorsque ces porcs étaient réinfectés avec une
souche hétérologue, la protection obtenue était variable. Finalement, Fenwick
et Osburn (1986) ont établi qu’il y avait une forte réponse immunitaire contre
les LPS suivant une infection, mais que celle-ci n’était pas importante apres
une immunisation a ’aide d’une bactérine. Cette observation pourrait signifier
que le manque de protection obtenue avec la bactérine pourrait étre dii a un
manque d’anticorps dirigés contre le LPS. De plus, Oishi et coll. (1993) ont
démontré que des souris ayant regu un anticorps monoclonal dirigé contre le
LPS d’A. pleuropneumoniae sérotype 2 étaient protégées contre une infection
avec une souche du méme sérotype. Saze et coll. (1994) ont également

démontré que des souris étaient protégées contre une souche du méme sérotype
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suite 4 une immunisation passive avec des anticorps monoclonaux dirigés

contre I’antigéne O du LPS d’A. pleuropneumoniae sérotype 1 ou 2.

Ayant  précédemment  identifié = ’adhésine  majeure = d’A.
pleuropneumoniae, il nous semble intéressant d’évaluer le role protecteur de
cette adhésine lipopolysaccharidique chez la souris et le porc. Nous supposons
que I’immunisation avec le LPS permettra de bloquer la colonisation des voies
respiratoires avant méme que les toxines produites par le micro-organisme

aient le temps d’agir au niveau pulmonaire.



27

HHO)IV/IDVT + WsA[owdy JdAe
anSojowoy uonwsjold suuog :di0g

auisAjowsay + *QdIv/ID'T sautsAjowdy, p
99AR dAN)EOYIUSIS dnF0[0IIRY SLINOS uoneledoid aun 1 DI
661 <1102 1 1®pneag 10 onSojowoy UoNIAI0Id SLINOS 19 2I0g {HO)IV no *OdIy 1 no [He)) AR AIIR[N{[3D Nenxy
SuoIS9|
BOg6[ “[0° 10 Youmuo,]  op 9oussaxd srewr uorpejoxd suuog 2104 - sr1od g auupRyg
soyuasaid SuoIsy] (S1e10 uOTIBSTUNUIUIY)
q5661 1102 10 [9SudH 19 onJojowoy uorwsloid suuog 2104 - 6 jueAls no pow ddy
593u9s9.1d SUOISY] (joso1oe 1ed UonjESIUTILIUI)
BGE61 100 W [9SUSH 12 anFojowoy uoijsiold auuog a10d - 6 JueAIA no powr ddy
soasard suoisgf (josoioe ted uonesiunuIur)
£661 1[0 B 1063eyo] 12 anSojowoy uondjoId suuog 3104 VALY e suuppeg
SOJUBAIA SOLIIOR]
L661 1109 1 Zsaing s9ae anJojowoy uonoNoid suuog o104 {HONY LBPSTT SOJUBAIA SOLIDIOR( 10 SuLIRYg
7861 ‘siopuneg 16 eAungs§  o[jeried snJojowoy uorpoIg SLINOS HHOIV g suLReg
sojuasaxd suoisa|
G861 ‘1109 30 sumy srewr angojowoy uorpajoid suuog 2104 Y{HONY 14 suLReyg
$661 1102 1 ynisere], anJojowoy uonpejoid suuog 2104 udisjnuyg 61¥S €T ouugPeyg
ajered snJojowoy

uoiajoad Juswones g |
g1 snuod soprued sndojoigioy

$661 1102 12 arjof 1 endojowoy uopaord yy 210d g g1 y] euLgoeg
SO19A9s sonbruipd saudis

G861 <1109 10 SWITIH srew anSojowoy uonoejoid suuog o104 YOdIV SR suLoEg

AUINRIY SUonBAISQQ IRPON sjueanipy sadAjong SUBNUY

avownaudo.najd snjjopqoundy p so[eurdoea suoneredard sojusIgHIP J9AR SNUSIGO SIBINSII SOP SUINSSY | nesjqe],



28

sejuasald suols9|

stewr 3] 9seuIiold JuBWSERL punaig agepourad no ¥ eseurgjoad s9ae
1661 ©1[02 10 Suery) saAe angojowoy uorpajord suuog olod  op w[dwoou jueAnipy 'y 9Jiex] ‘9Ier) UOU SUII)XS SURIGUID]A]
*(HO)IV ¥ punaij
2861 ‘ssoy 10 ddey anSojowoy uonasiord auuog o104  op wjdwoour jueAnipy S dJINO
SUoIS3[ op doussa1d
£661 “110? 1 yoeeD stew sngojowoy uorosloid sunog o104 snjd uaSrs|nuury 1 VWQ SUBUIQUIOISI SUIA0I]
(1 2dA30195) BQ| 09 9p dugjod
7661 engojo19i9y uoisjold sundne 08 ueds + 08 1 (Irxdy) ePig0] op auIsA[0JAD
“[[02 10 sodwe)-1550y 19 anJofowoy uoralord suuog 2104 uoam | + uddydury L ‘SOJUBUIIOIDI SIUII0I]
sojuasaid suoise| ‘(¢ 2dAj0Ies)
angojoo19y uonosjold sunone QULISIATS /ounyNg|
$661 “1102 1 uaspen 10 anSojowoy uondoid suuog 2104 /opiyoele p S[iny I xdy 18 dINO
uoipajoid sunony da0g azod
1661 <1100 10 euezul angSjowoy uonejoid sutiog SLINOS 10 SUNOS  punaly op 9[dwod S (1xdy) soyrind susAjowsy
sojuasald suoisg] smydeSojewonyd
L661 “T[02 1 edey srewr anJojowoy uonddoid suuog 2104 rOdIv I 1ed seogund Jpxdy 10 [xdy
sojuasoId suoIS3]
0661 “TI02 19 YSIUdAR( stewr sngojowroy uorypajoid suuog 2104 v [ | (xdy) eq v01 9p SwsAjowH
engojowoy uoioajoid ouuoq :jxdy
+ ounpidRy “sofjerped sndojo1aRy punaij
1661 ‘1192 ¥ eneyg 10 anJojowoy uoI0NoI| sunos  op wjdwoow jueanlpy g uno | [xdy no §411 “ofnsdeds ‘sutigpeg
oqerped anBo[019)9Y uorI9}0Id oL
S661 “1I02 W IySIN 12 anSojowioy uorpajosd sutog sunog  -ySI xnopiny yueanfpe ¢ no ‘| ondiogid amyno op JuesSewing
SUOIS9[ 1o sanbiur> saudis
€661 ‘1100 10 Ae1)-ejiopa  srewr anojowoy uondaold sunog 2104 uegisnurg I ondrogid amnyno op JuesSeuing
0661 1100 1 Aei)-Iopa] enidojowoy uonejold suuog 2104 uaSis[nwy I ondroaid armyno ap juesdewng
sn[d uagisjnwyg aydeigojeuroryd
S661 “1109 10 UOS[IIA enSojowoy uonoajold auuog 2104 no uaSydury I Jed ogund snenyed Nenxy

NG T NE3qE



29

"SJUBAIAINS O 04,06 > d[[orped uorajo1q SIUBAIAINS 9P 9,(§ < ‘uoNdjoid suuog,

sauasaid suoIsg)

punaiy op je[dwoou

7661 1199 1 piLg 19 anJojowoy] uoralold suuog 2104 19 19[dwos sjueAnlpy I SdT-Ixdy 1 dD-[xdy
SHjEJOU B] INPSI
SHEIIXS 7 SOp SUIqUIOD 9] 2404
UO[ABI)) NBIXD [ 99AR anFojouwoy 2104 uojABR)
9861 [0 10 [EPUSSOY uorpajoid suuog (snog 30 SLNOS c(HONY I no [DeN d9Ae apenxa a[nsde))

ELE T



30

"SIUBAIAINS 8P 94,06 > ofjonred uonosjo1d ‘SIUBAIAINS 9p 9,06 < :Uonojoid auuog,

apnsdeo 3 [1f ‘I ‘TXdV

S661 1102 1 1ysIn snJojowoy uoipajord auuog SLINOS - $PTI anjuod xneuoouow sdiodry
asgLnd-ruwes sursAjoway
1661 1102 18 eURZU] anJojouwoy uonoajold autog SLINOS - S orjuod urde| op winIdsHUY
(Guowiopmas
7 2d&30195) 4’7 °f 10 ojnsded
£661 1102 1 IYSIQ angojowoy uonxajoid suuog SUNos r gnoz°p  ejanuod xneuopouow sdioonuy
Sd71 9] e1uod
661 <[00 10 9Zeg angojowoy uorajold auuog SLINOS - zno| xneuopeouow sdioonuy
(s[nsdeo)
snupye JuweInul un g gsodxa
7661 1102 1 9ssog anSojowoy uornosioid auuog a10d - 1 orod un_p wnigs un p JueUSA NI
ERITENETEN SUONEBAIISGQ RPOJA sjueanipy sadiyoRg suBNUY

avtownaudoinald snjjopgouysy 933uod segup sdioonue SJUSISPIP 99AL anudlqo aalssed UoIdS)01d [ Ned[qe]



31

“SJUBAIAINS 3P 9%,0S > ofjoried UoraloIg SIBAIAINS P 9,06 < ‘UOIIsj01d auuog,

punasj
SUOIS3] op 1e[dwoour ymeanipe
ap 2ouasord srew angojoigiey ‘asosedeosonu
BE66] “[0° 1 euRZU] 1 onSojowoy] uorosloid suuog 2104 ‘o[, SUIDNIA] SPI snsdeo juenjy
arod
1661 109 10 BURZU] uorpajold aunony 19 SUNOY - 'S (1 xdy) sursAjoway jueIny|
SuoIsy[ op doudsaid
16 (g 9dA10195) andojo1eRy sz0d
Q€661 “1109 10 BURZU] 10 anSojowoy suornoajold ouuog 10 SLINOS - I amjeradwio) ef B 9jqQISUSS JuBInA
qL661
‘eL661 ‘NOOH ¥ pIsg ofjerired anJojowoy uoNIAOId  SUNOS - I aimjesoduio) ] B 9[qISuas JUBINA]
UMY SUONEAIISQ IPPON sjueanipy sadAj0.09Q souldnuUy

apomnaudoinayd snjjopqoulloy p STURINU SJUSIJLIP O9AR 9NUSIGO UOI)0I] [I] Ned[qe]



32

5. Réponse immune du porc

La réponse immune du porc dirigée contre 4. pleuropneumoniae n’est
pas trés bien comprise. Cependant, différents groupes de chercheurs ont étudié
cette réponse immunitaire. Des anticorps dirigés contre les hémolysines
(Devenish et coll., 1990), les lipopolysaccharides (Fenwick et Henry, 1994),
les polysaccharides capsulaires (Fenwick et Henry, 1994) et certaines protéines
de la membrane externe (Deneer et Potter, 1989a; Rapp et Ross, 1986)
semblent étre associés a une protection partielle. Etant donné que les bactérines
offrent seulement une protection partielle tandis que les animaux survivants a
une infection naturelle semblent étre protégés complétement, Furesz et coll.
(1997) ont comparé les réponses humorale et cellulaire du porc suite a une
infection ou une immunisation avec une souche d’A. pleuropneumoniae
sérotype 1. Cette étude démontre que les porcs infectés par la bactérie vivante
(par voie intranasale) produisent un haut taux d’anticorps (IgG) dirigés contre
les hémolysines et les LPS tandis qu’aucun anticorps n’est dirigé contre les
polysaccharides capsulaires. Les porcs immunisés avec une bactérine
produisent peu d’anticorps dirigés contre ces méme facteurs de virulence. De
plus, ils ont aussi observé une différence dans la réponse a médiation
cellulaire. Celle-ci a été mesurée par la technique d’hypersensibilité de type
retardé. Les résultats obtenus démontrent également une forte différence entre
les porcs infectés avec la bactérie vivante et ceux immunisés avec une
bactérine. Ainsi, ils ont démontré qu’il y avait une différence significative entre
la réponse a médiation cellulaire dirigée contre les hémolysines observée chez
les deux groupes; une réponse plus importante ayant été détectée chez les
animaux infectés avec la bactérie vivante. Une réponse cellulaire dirigé contre
les LPS et les polysaccharides capsulaires a été également observée chez les
porcs infectés avec la bactérie vivante. Finalement, aucune réponse cellulaire

n’a ét¢ observée contre les protéines de la membrane externe.
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De plus, ces différentes observations sont associ¢es & la protection car
100% des porcs du groupe immunisé avec la bactérine ont été tués tandis que

les porcs du groupe infecté par la bactérie vivante ont survécu a 1’infection.

Une autre étude a démontré que la réponse immune dirigée contre 4.
pleuropneumoniae produisait des anticorps de type IgA. Ainsi, Bossé et coll.
(1992) ont démontré qu’il y avait une production d’IgA dirigé contre les
hémolysines, les polysaccharides capsulaires et les LPS dans les poumons de
porcs ayant €té infectés par voie intranasale avec 4. pleuropneumoniae.
Comme mentionné auparavant, Fenwick et Osburm (1986) ont établi également
qu’il v avait une forte réponse immunitaire contre les LPS suivant une
infection, mais que celle-ci n’était pas importante aprés une immunisation a

I’aide d’une bactérine.

La différence de la réponse immune naturellement acquise suite a
I'infection et celle observée apres vaccination peut s’expliquer de différentes
fagons: (1) la préparation de bactéries mortes (bactérine) ne contient pas ou
trés peu d’hémolysines (Furesz et coll,, 1997); (2) méme si la bactérine
contient des LPS et des polysaccharides capsulaires, l’action de la
formaldéhyde peut dénaturer ces antigénes, ce qui signifie que les anticorps
produits ne reconnaissent pas les antigénes natifs (Furesz et coll., 1997); (3) les
particules obtenues par la voie d’aérosol peuvent pénétrer dans 1’espace
alvéolaire, ce qui permet aux antigénes d’étre en contact avec les vaisseaux
sanguins et lymphatiques, ce qui induit une meilleure réponse locale et

systémique (Furesz et coll., 1997).

Les études citées apparavant concernent I'immunité spécifique, c’est-a-

dire I'immunité cellulaire et I’immunité humorale. Cependant, I’immunité non
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spécifique protége également le porc contre les micro-organismes. Les
macrophages du tissu pulmonaire ont une importance capitale dans les
mécanismes de défense. Ainsi, la phagocytose par les macrophages joue un
role primordial vis-a-vis des germes capsulés tels que A. pleuropneumoniae
(Inzana et coll, 1988). Le systéme du complément exerce une activité
bactéricide prononcée sur les bactéries Gram-négatif. Toutefois, A.
pleuropneumoniae ésiste a cet effet bactéricide du systéme du complément du
porc, ce qui expliquerait en partie le pouvoir pathogene de cette bactérie
(Inzana et coll., 1988). Les granulocytes neutrophiles peuvent aussi protéger
les porcs contre une infection bactérienne. Les granulocytes neutrophiles sont
des cellules phagocytaires mais contrairement aux macrophages ils ne sont pas
capables d’une phagocytose répétée et ils meurent rapidement en libérant leurs
enzymes hydrolytiques ce qui concourt a entretenir le processus inflammatoire.
Cependant, ils peuvent étre affectés par des toxines, ainsi 4. pleuropneumoniae
élabore une cytotoxine qui détruit les granulocytes et favorise la multiplication
du germe (Rosendal et coll, 1988). Finalement, d’autres systémes non
spécifiques de défense existent chez le porc, c¢’est-a-dire I’appareil muco-
ciliaire, les interférons, le lysozyme et les cellules NK. Ces systemes sont

efficaces contre les bactéries Gram-négatif dont A. pleuropneumoniae.

6. Mutants d’Actinobacillus pleuropneumoniae

Plusieurs facteurs de virulence ont été incriminés dans la pathogénie de
I’infection a A. pleuropneumoniae. Méme si quelques évidences incriminent
certains facteurs de virulence, leur rdle exact reste a déterminer. Le systeme de
mutagénése par transposition décrit par Tascon et coll. (1993), ceux de
mutagénése dirigée développés par Mulks et Buysse (1995) et par Jansen et
coll. (1995) devraient permettre éventuellement de bien comprendre le rle des

différents facteurs de virulence. A ce jour, différents mutants d’A4.
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pleuropneumoniae ont été obtenus par mutagénese chimique, mutagénese

spontanée, mutagénése dirigée et par transposition.

6.1 Mutants de la capsule

Des mutants de la capsule d’4. pleuropneumoniae des sérotypes 1 et 5,
obtenus aprés plusieurs passages sur milieux de culture, étaient beaucoup
moins virulents que la souche mére (Inzana et coll, 1988; Rosendal et
Maclnnes, 1990). En plus, un mutant d’4. pleuropneumoniae sérotype 5
obtenu par un traitement avec I’éthyl méthanesulfonate était aussi beaucoup
moins virulent que la souche mére (Inzana et coll., 1993a). Ceci suggere le réle

important de la capsule dans la pathogénie d’A. pleuropneumoniae.

6.2 Mutants des toxines RTX

Un mutant d’A. pleuropneumoniae sérotype 5 obtenu suite a un
traitement chimique & la nitrosoguanidine ne synthétisant plus la toxine Apxl et
ne sécrétant plus la toxine ApxII était avirulent chez le porc et la souris (Inzana
et coll,, 1991; Reimer et coll,, 1995). Cullen et Rycroft (1994) ont démontré
grice 4 un mutant chimique d’4. pleuropneumoniae sérotype 2 muté au niveau
des toxines ApxII et ApxIIl que celui-ci pouvait étre phagocyté tandis que la
souche meére causait immédiatement la mort des macrophages alvéolaires.
Tascén et coll. (1994) ont démontré clairement que les toxines Apxl et ApxIl
étaient des facteurs de virulence majeurs chez A. pleuropneumoniae sérotype 1.
[Is ont obtenu un mutant non-hémolytique en utilisant un systeme de
mutagénése par transposition. Chez ce mutant, le géne apx/B était désactivé et,
par conséquent, les toxines Apxl et ApxIl n’étaient pas sécrétées. Ce mutant
était avirulent chez le porc tandis qu'un autre mutant produisant seulement

I’ApxIl ymuté dans le géne apxlA) était 1égérement virulent chez le porc et
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causait des lésions pulmonaires. En plus, des mutants d’A. pleuropneumoniae
sérotype 1 mutés au niveau des toxines ApxI et/ou ApxII ont été obtenus par la
méthode de mutagénése dirigée (Jansen et coll., 1995). Les mutants Apxl
ApxIl" et ApxI” ApxIl' provoquent la mort des neutrophiles tandis que le
mutant ApxI" ApxIl' ne provoquent pas leur mort. Ceci confirme le rle

important des toxines Apx dans la pathogénie d’A. pleuropneumoniae.

6.3 Mutants sensibles a la température

Des mutants sensibles a la température produit par traitement a 1’éthyl
méthanesulfonate et un enrichissement a la pénicilline ont été obtenus chez A.
pleuropneumoniae sérotype 1 (Inzana et coll.,1993b) tandis que Byrd et Hooke
(1997b) ont aussi obtenu un mutant sensible a la température du sérotype 1 par
un traitement 3 la nitrosoguanidine et un enrichissement avec la pénicilline et
la D-cyclosérine. Ces mutants étaient beaucoup moins virulents chez le porc
(mutant & 1’éthyl méthanesulfonate) et chez la souris (mutant a la
nitrosoguanidine). Ces mutants représenteraient donc de bons candidats pour

un vaccin vivant contre la pleuropneumonie porcine.

6.4 Autres mutants d’A. pleuropneumoniae

Un mutant d’A. pleuropneumoniae sérotype 1 muté au niveau de
I’'uréase a été obtenu par mutagénése par transposition (Tascon et coll., 1997).
Ce mutant était virulent chez le porc, confirmant que 1’activité uréase n’est pas
requise pour le développement de la pleuropneumonie porcine. Aussi, un
mutant auxotrophe pour la riboflavine était moins virulent chez le porc,
démontrant pour la premiére fois qu’une mutation au niveau de genes
impliqués dans la biosynthése de la riboflavine conduit a I’atténuation d’A.

pleuropneumoniae (Fuller et coll., 1996).
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Comme nous pouvons le constater, aucune souche d’A.
pleuropneumoniae mutée au niveau de la biosynthése des LPS n’a été obtenue
jusqu'a maintenant. De tels mutants permettraient de confirmer le réle du LPS

dans I’adhérence et la virulence d’A4. pleuropneumoniae.
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Abstract—Actinobacillus pleuropneumoniae is the causative agent of porcine pleuropneumonia. The
major adhesin of 4. pleuropneumoniae has previously been identified as a lipopolysaccharide (LPS),
and more recently, we demonstrated that high molecular mass LPS were involved in A.
pleuropneumoniae adherence to porcine respiratory tract cells. We postulated that immunization
with a LPS-based vaccine may confer a protective immunity. The high molecular mass
O-polysaccharides obtained after acid hydrolysis and chromatographic separation were conjugated
to bovine serum albumin (BSA) as a protein carrier. Groups of mice were injected twice with the
following antigen preparations: whole-cell preparation, outer membrane preparation, O-polysac-
charide-BSA conjugate, hydrolyzed LPS and phenol/water extracted LPS. A combination of
different adjuvants was also used during these immunization procedures to induce a stronger
immunological response to the polysaccharide antigen. Two weeks after the second injection, the
mice were challenged intranasally with either homologous A. pleuropneumoniae serotype 1 strain
or a serotype 5 strain. The highest survival rate, up to 80%, compared to the control groups
(P < 0.05), was recorded when the mice were injected twice with 15 ug of carbohydrates of
O-polysaccharide-BSA conjugate mixed with the saponin-derived adjuvant Quil A. Survival rates
of between 60 and 70%, twice those observed in the control groups immunized with PBS, were
recorded in mice injected with the O-polysaccharide-BSA conjugate mixed with other adjuvant
preparations such as alhydrogel, peanut oil and Freund’s incomplete adjuvant. However, the
protection induced by the comjugate antigen preparation was serotype specific, because mice
challenged with a serotype 5 strain were killed. Taken together, these results confirm the important
role of A. pleuropneumoniae LPS in pathogenesis. © 1996 Elsevier Science Ltd. All rights reserved

Key words: Actinobacillus pleuropneumoniae, lipopolysaccharides, vaccine.

Résumé—Actinobacillus pleuropneumoniae est I'agent étiologique de la pleuropneumonie porcine,
Nous avons démontré que I'adhésine majeure d’A. pleuropneumoniae est son lipopolysaccharide
(LPS) et, plus récemment, que les LPS de haut poids moléculaire étaient impliqués dans I'adhérence
d’A. pleuropneumoniae aux cellules du tractus respiratoire porcin. Nous postulons donc comme
hypothése que I'immunisation avec le LPS pourrait induire une immunité protectrice. Les fractions
de haut poids moléculaire, obtenues aprés hydrolyse acide et chromatographie, ont été conjuguées
a I'albumine bovine sérique (ABS). Par la suite, des groupes de souris ont été immunisés deux fois
avec les préparations suivantes: préparation de bactéries entiéres, préparation de membranes
externes, conjugué O-polysaccharide~ABS, LPS hydrolysé ou LPS extrait au phénol. Une
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combinaison d’adjuvants différents a été utilisée durant le protocole d'immunisation afin d’induire
une meilleure response immunologique aux antigénes polysaccharidiques. Deux semaines apres la
deuxiéme immunisation, les souris ont été infectées par voie intranasale avec une souche d’A.
pleuropneumoniae sérotype 1 ou sérotype 5. Le plus haut taux de survivants (80%), comparé au
groupe contrdle (P < 0.05), a été observé lorsque les souris étaient immunisées avec le conjugué
O-polysaccharide-ABS (15 ug de sucres) mélangé avec le Quil A. Un taux de survivant situé entre
60 et 70%, soit deux fois celui observé avec le groupe contrdle, a été observé lorsque le conjugué
O-polysaccharide-ABS était mélangé avec I'alhydrogel, ['huile d’arachide ou P’adjuvant incomplet
de Freund. Cependant, la protection induite par le conjugué était spécifique de sérotype puisque
les souris infectées avec la souche de sérotype 5 ont été tuées. Nos résultats confirment toutefois
le role important des LPS d' 4. pleuropneumoniae dans la pathogénie. © 1996 Elsevier Science Ltd.
All rights reserved

Mots-clefs: Actinobacillus pleuropneumoniae, lipopolysaccharides, vaccin.

INTRODUCTION

Actinobacillus pleuropneumoniae is the causative agent of porcine pleuropneumonia {1], a
worldwide disease causing tremendous economic loss to the swine industry. Twelve
serotypes of A. pleuropneumoniae have been recognized based on capsular antigens [2]. In
Québec, serotype 1 is the most predominant followed by serotype 5 [3]. The pathogenesis
of porcine pleuropneumonia is not well understood but several cytotoxic and haemolytic
activities have been described [4-7]). We have shown that lipopolysaccharides (LPS) are the
major adhesin of A. pleuropneumoniae involved in adherence to porcine respiratory tract
cells and mucus [8-10]. More recently, we demonstrated that high molecular mass LPS,
with the longest O chains, were involved in A. pleuropneumoniae adherence to porcine
respiratory tract cells [11]. In addition, 4. pleuropneumoniae LPS have been shown to bind
pig haemoglobin [12].

Vaccines containing chemically inactivated bacterial cells of A. pleuropneumoniae are
currently used to control and to prevent the disease. Many investigators have previously
reported the protective effect of capsular antigen, outer membrane proteins, and RTX
toxins of 4. pleuropneumoniae [13-18)]. However, all these antigen preparations did not
prevent the subclinical or pathological manifestations of the disease, and induce only a
protective response restricted to the serotype. In contrast, optimal protection of pigs
against infection by homologous and heterologous serotypes seemed to occur following
natural infection with A4. pleuropneumoniae [19]. A previous study established that a
significant immune response to LPS occurred as a result of A. pleuropneumoniae infection
but was not important after immunization with whole-cell preparation [20]. Bossé
et al.[21] noticed that levels of LPS-specific IgG and IgA in pulmonary secretions rose
after aerosol challenge with A. pleuropneumoniae serotype 1 strain CMS5. The antibodies
against LPS produced during natural infections can be used for serodiagnosis of porcine
pleuropneumonia [22-25]. The purpose of the present study was to evaluate the protection
of animals against A. pleuropneumoniae following immunization with its high molecular
mass lipopolysaccharidic adhesin when conjugated to a protein carrier.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial isolates and growth conditions

A. pleuropneumoniae serotype 1 (FMV87-682) and serotype 5 (2245) isolates were
obtained from the clinical diagnostic laboratory, Faculté de Médecine Vétérinaire,
Université de Montréal, St Hyacinthe, Québec, Canada. Bacteria were grown on BHI
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(Difco Laboratories, Detroit, MI) agar plates supplemented with 15 pzg/ml nicotinamide-
adenine dinucleotide (NAD). Plates were incubated at 37°C in a 5% CO, atmosphere for
18-24 h.

Extraction and isolation of lipopolysaccharides

A modification of the phenol/water extraction procedure described by Westphal
et al.[26] was used for the isolation of the LPS. After phenol extraction, the aqueous
phases were pooled, adjusted to 0.5 M NaCl, and three volumes of cold acetone were
added in order to precipitate the LPS. The solution was kept overnight at — 20°C, and
centrifuged at 8000 g for 20 min. The supernatant was discarded, and the opaque pellet
was resuspended in distilled water. After extensive dialysis against distilled water, the
solution was digested with RNase (0.1 mg/ml), DNase (0.1 mg/ml), and proteinase K
(2 U/ml). Finally, the solution was lyophilized, and stored at — 20°C.

LPS hydrolysis and polysaccharides fractionation

LPS (10 mg dry weight) was hydrolysed at 100°C for 2 hin 1 ml of 1% (vol/vol) acetic
acid previously saturated with nitrogen. After neutralization with 5 N NaOH, the insoluble
lipid A fraction was removed from the soluble polysaccharide fractions by centrifugation
(12000 g for 10 min) [27]. Finally, the polysaccharides were lyophilized, and stored at
— 20°C. The polysaccharides were then fractionated according to the procedure described
by Altman er al. [28]. Briefly, 50 mg of hydrolysed LPS were resuspended in 4 mlof 0.05 M
pyridinium acetate (pH 4.7) and subjected to gel filtration chromatography on a column
(2 x 100 cm) of Sephadex G-25. Fractions of eluate (5ml each) were collected
automatically and analysed colorimetrically for neutral sugars [29]. The high molecular
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Fig. 1. Fractionation of hydrolysed LPS of A. pleuropneumoniae serotype 1 on a Sephadex G-25

column in the presence of pyridinium acetate. Fractions (in milliliters) were analysed for neutral

sugars and grouped into three peaks (1-3). High molecular mass fractions (peak 1) were used for
the preparation of the O-polysaccharide-BSA conjugate.
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mass fractions (peak no. 1 in Fig. 1) were used for the preparation of a
O-polysaccharide-protein conjugate.

Preparation of O-polysaccharide—protein conjugate by reductive amination

For production of bovine serum albumin (BSA) conjugate, 8 mg of O-polysaccharides
were dissolved in 1 ml of 0.2 M borate buffer (pH 9.1) and mixed with 2.6 mg BSA (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO). The solution was incubated at 37°C for 1 h, then 1.5 mg
NaCNBH, were added to initiate the coupling reaction. The mixture was kept at 37°C for
7 days. On day 3, an additional 1.5 mg of NaCNBH, were added. After 7 days, the solution
was loaded on a Superose 6 column (Pharmacia Baie D’urfee, Quebec, Canada), eluted
with phosphate-buffered saline (PBS; 0.01 M containing 150 mM NaCl, pH 7.4), and
monitored at 280 nm. The fractions containing both proteins and sugars were dialysed
against distilled water and lyophilized.

Sodium dodecylsulfate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—PAGE)

For the confirmation of the chemical coupling between 4. pleuropneumoniae serotype
1 O-polysaccharides and BSA, samples were suspended in solubilization buffer containing
10% (vol/vol) glycerol, 5% (vol/vol) B-mercaptoethanol, 2% (wt/vol) sodium
dodecylsulfate (SDS), 62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), and 0.025% (vol/vol) bromophenol
blue and heated for 15 min at 100°C. Samples were separated on SDS-PAGE gels by using
a stacking gel of 4.5% (wt/vol) polyacrylamide and a separating gel of 10% (wt/vol)
polyacrylamide [30]. Samples were electrophoresed at 100 V (stacking gel) and 200 V
(separating gel) using a Mini-Protean II apparatus (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
CA). Gels were either stained with Coomassie brilliant blue R-250 or transferred to
nitrocellulose.

Immunoblotting

Immunoblots were carried out as described by Towbin ez al. [31]. The samples separated
by electrophoresis were transferred using a Milliblot graphite electroblotter I (Millipore
Corporation, Bedford, MA) to a nitrocellulose membrane (0.2 um; Bio-Rad) for 15 min
at 220 mA. The membranes were first incubated for 1 h with a blocking solution consisting
of 2% (wt/vol) skim milk in Tris—saline buffer (TSB; 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4),
followed by an incubation of 2 h with monoclonal antibodies against A. pleuropneumoniae
serotype 1 O-antigen (5.1 G8F10; kindly supplied by Eva 1. Stenbaek, Department of
Biochemistry and Immunology, National Veterinary Laboratory, Copenhagen V,
Denmark). The membranes were then washed in TSB, and incubated for 1 h with a goat
anti-mouse IgG (H + L) horseradish peroxidase conjugate (Bio-Rad). The reaction was
revealed by the addition of 4-chloro-1-naphthol and hydrogen peroxide (Sigma) following
the method described by Hawkes [32].

Outer membrane preparation

Extraction of outer membrane from the bacteria was performed as described by Hamel
et al. [33]. Briefly, whole cells were suspended in lithium chloride buffer (200 mM lithium
chloride, 100 mM lithium acetate, pH 6.0), and shaken with 5 mm glass beads at 300 rpm
_for 2h at 45°C. The solution was then centrifuged at 15000 ¢ for 20 min and the
supernatant was collected and centrifuged at 70 000 g for 2 h. The pellet was suspended
in PBS and the protein content was determined by a modified Lowry method [34].
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Whole-cell preparation

For the preparation of whole-cell antigens, the bacterial growth from culture plates was
washed off and suspended in PBS. The optical density (OD) was adjusted to 1.0 at 540 nm,
and 0.3% (vol/vol) formaldehyde was added. The suspension was incubated at room
temperature for 24 h and then kept at 4°C.

Adjuvants

Seven adjuvants were used in the present study: Freund’s incomplete adjuvant (FIA;
Difco Laboratories, Detroit, MI), water-in-oil (W/O), Quil A (Cederlane Laboratories,
Hornby, Ontario, Canada), Alhydrogel (Al(OH),; Cedarlane), peanut oil, RIBI
(MPL + TDM adjuvant system (Sigma)), and TiterMax (Vaxcel Inc., Norcross, GA). FIA
was emulsified with an equal volume of antigen in solution using a vortex. The W/O
emulsion [35] consisted of three components: a mineral oil (light white oil; Sigma) and two
emulsifiers, Span 85 and Tween 85 (Sigma). The emulsion was prepared by mixing the
mineral oil, Span 85, Tween 85, and antigen in an 18:1:1:20 ratio and emulsified using a
vortex. Quil A (25 ug) was mixed with antigen in PBS (100 ul). AI{OH); (25 ul) was mixed
with antigen in PBS (75 ul). Peanut oil was emulsified in the same way as FIA. RIBI
adjuvant was prepared according to the manufacturer’s instructions by reconstituting a
final volume of 2 ml with antigen/solution mixture. TiterMax was prepared according to
the manufacturer’s instructions.

Immunoprotection studies

Groups of five CD1 mice (Charles River Inc., St-Constant, Quebec, Canada), 6-7
weeks of age, were immunized with a total volume of 40-200 ul of PBS containing
either 7.5 or 15 ug of carbohydrate of LPS, hydrolysed LPS, or O-polysaccharide-BSA
conjugate as estimated by the method of Dubois [29] or with the outer membrane
(10 ug of proteins) or the whole-cell preparations. Antigen preparations were injected
with or without adjuvant. Depending on the adjuvant, various injection routes were
used. TiterMax was injected according to the manufacturer’s protocol. Briefly, 40 ul
of antigen/TiterMax was injected subcutaneously (s.c.) at the base of the tail. RIBI
was injected s.c. in two sites, 100 pl at each site. All other adjuvants were injected
s.c. at the base of the neck in 100 ul volumes. A booster injection with antigen in
adjuvant was administred 3 weeks after the first injection except for the TiterMax
adjuvant where the animals were boosted with antigen in saline. Controls animals
received sterile PBS with or without adjuvant. Mice were challenged 2 weeks after the
last injection with a total of 50 ul of a 6-h-old culture (on PPLO (Difco) agar plates
supplemented with 10% yeast extract and 5% horse serum) containing approximately
10* cfu of A. pleuropneumoniae serotype 1 (FMV87-682) or approximately 4 x 10° cfu
of A. pleuropneumoniae serotype 5 (2245) by the intranasal route. Intranasal
inoculations were performed according to the method described by Rushton [36]. Mice
were monitored for 1 week after the challenge. Serum samples were obtained from the
mice at days 0, 21 and 35 before the bacterial challenge. Statistical analysis was
carried out by the exact method of Fisher as described by St-Pierre et al. [37]. The
survival rate obtained for each group of mice was compared to the control groups
immunized with PBS.
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Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA was used to determine serum antibody titres against LPS (0.1 pg/100 zl) in
0.1 M carbonate buffer (pH 9.6), sonicated for 5 min, which was coated onto the wells of
a Linbro EIA microtitration plates (Flow Laboratories Inc., Virginia, U.5.A.), and
incubated overnight at 4°C. The plates were washed three times with PBS-Tween 20
(0.05% (v/v); pH 7.4). Sera were diluted in PBS-Tween 20, a volume of 50 ul was added
to the wells, and incubated for 1 h at 37°C. After incubation, the plates were washed as
described, and 50 ul of goat anti-mouse IgG + IgM conjugated to horseradish peroxidase
(Bio/Can Scientific, Mississauga, Ontario, Canada) diluted 1:1000 in PBS-Tween 20 was
added to each well. After 1 h of incubation at 37°C, plates were washed and 100 ul of the
chromogenic solution was added to each well. The solution contained 0.4 mM
2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS; Sigma) dissolved in 50 mM
citrate buffer (pH 4.0) with 0.5 M H,0,. The OD was measured at 410 nm using an
automated plate reader (Dynatech Laboratories Inc., Virginia, U.S.A.) when six target sera
reached a value equal to 1.0. OD values were corrected by subtracting the value of controls
consisting of normal serum on the same plate. A serum was arbitrarily declared negative
if the corrected OD was less than 0.2.

RESULTS

Previous work in our laboratory identified LPS as the major adhesin of A.
pleuropneumoniae involved in adherence to porcine upper respiratory tract cells and mucus.
The aim of the present study was to evaluate the protection of animals against 4.
pleuropneumoniae following immunization with its high molecular mass lipopolysaccha-
ridic adhesins.

LPS from A. pleuropneumoniae serotype 1 were first hydrolysed using acetic acid to
remove the lipid A fraction. After gel filtration of the water-soluble polysaccharides on
a Sephadex G-25 column, we recovered high molecular mass O-polysaccharides (Fig. 1,
peak 1), core oligosaccharides (peak 2), and low molecular mass products (peak 3) as
previously reported by Altman ez al. [28]. The high molecular mass O-polysaccharides were
used for the preparation of O-polysaccharide-protein conjugate by reductive amination.
The coupling was then confirmed by immunoblotting (Fig. 2). A monoclonal antibody
directed against 4. pleuropneumoniae serotype 1 O-antigen reacted with LPS (lane 4) as
well as with the O-polysaccharide-BSA conjugate (lane 2), whereas hydrolysed LPS (lane
3) were not detected because they do not migrate in an electrical field. Uncoupled BSA
observed on SDS-PAGE after Coomassie blue staining (data not shown), was not detected
by the monoclonal antibody (lane 1). Therefore, the detection of the O-polysaccharide-
BSA conjugate by immunoblotting confirmed the chemical coupling.

An examination of Table 1 reveals that the level of serum antibodies against 4.
pleuropneumoniae LPS, as determined by ELISA, was not a good indicator of protection
in the experimental mouse model used. The level of serum antibodies against BSA, as
determined by ELISA, was increased in all animals immunized with the O-polysaccharide~
BSA conjugate (data not shown).

To evaluate the protection obtained after active immunization, the mice were challenged
intranasally with either A. pleuropneumoniae serotype 1 (FMV87-682) 2 weeks after the
second injection, whereas for the heterologous protection studies mice were challenged
with A. pleuropneumoniae serotype 5 (2245) (Table 1). After challenge with the serotype
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Fig. 2. Immunoblot showing the coupling between A. pleuropneumoniae serotype 1 high molecular
mass O-polysaccharides and bovine serum albumin (BSA). The immunoblot was probed with a
monoclonal antibody against A. pleuropneumoniae serotype 1 O-antigen. Lane 1, BSA; lane 2,
O-polysaccharide-BSA conjugate; lane 3, hydrolysed lipopolysaccharides; lane 4, extracted
lipopolysaccharides. Molecular mass markers (in kDa) are indicated on the left.

1 strain, a survival rate of 20-30% was recorded for the control group receiving PBS.
When LPS, hydrolysed LPS, or O-polysaccharide-BSA conjugate without adjuvant
(7.5 or 15 ug of carbohydrates) were used as the vaccine preparation, the percentage
of survivors was 10-25%. Mice immunized with the water-soluble polysaccharides
(15 ug of carbohydrates) obtained following hydrolysis of LPS mixed with Quil A,
7.5 ug of carbohydrates of O-polysaccharide-BSA conjugate mixed with Quil A or
Al(OH);, or O-polysaccharide-BSA conjugate (15 ug of carbohydrates) mixed with
W/O emulsion, TiterMax or RIBI were not protected, and only 0-50% survivors were
observed. However, following immunization with LPS (15 ug of carbohydrates) mixed
with Quil A, or O-polysaccharide-BSA conjugate (15 ug of carbohydrates) mixed with
Al(OH);, peanut oil or FIA the percentage of survivors increased to 60-67%.
Immunization with O-polysaccharide-BSA (15 ug of carbohydrates) mixed with Quil
A induced a significant protection (80%; P < 0.05). Finally, mice immunized with
either whole-cell preparation mixed with AI(OH); or an outer membrane preparation
mixed with Quil A containing LPS as well as outer membrane proteins were protected
(80% survivors) against a challenge with the homologous bacterial strain. Interestingly,
a similar level of homologous protection was obtained when mice were immunized
with the O-polysaccharide—protein conjugate or with a mixture of antigens found in
the whole-cell and the outer membrane preparations.

After challenge with the serotype 5 strain, a survival rate of 33% was recorded for
the control group receiving PBS. Immunization with the different vaccine preparations
did not protect mice against a heterologous challenge with A. pleuropneumoniae
serotype 5.
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DISCUSSION

Vaccination of animals with whole-cell preparations has been shown to produce
little or no antibody response to the LPS of A. pleuropneumoniae, whereas animals
convalescing from disease were found to have high antibody levels to these
molecules [20]. Studies demonstrated that protection of swine was improved by
vaccination with proteinase K-treated outer membrane of A4. pleuropneumoniae and
that immunization with core lipopolysaccharide of Escherichia coli J5 also provided
protection against A. pleuropneumoniae infection [38,39]. These findings, taken
together, suggested that the partial and serotype-specific protective efficacy of bacterins
might be due to the absence of high antibody titres against LPS which, as we
previously demonstrated, are involved in the adherence of 4. pleuropneumoniae to
porcine respiratory tract cells and to mucus[8-10], an initial step in bacterial
colonization. The purpose of the present study was to evaluate the protection of
animals against A. pleuropneumoniae following immunization with its high molecular
mass lipopolysaccharidic adhesin when conjugated to a protein carrier. The rationale
for this approach is that, theoretically, LPS-specific antibodies would not only affect
A. pleuropneumoniae adherence and colonization, but would also inhibit LPS-mediated
release of mediators from immunocompetent cells and traffic soluble LPS as well as
intact bacteria for clearance and detoxification.

This study was carried out in mice, an economical animal model, that has been used
for A. pleuropneumoniae virulence testing and protective studies by others [40-44]. As
observed in Table 1, the level of serum antibodies against 4. pleuropneumoniae LPS,
determined by ELISA, was not a good indicator of protection in the experimental mouse
model used. Interestingly, other authors had observed that high antibody titres to A.
pleuropneumoniae cells did not correlate well with protection from disease in
pigs [15, 4547].

Mice immunized with LPS mixed with Quil A were protected (60% survivors);
nevertheless, LPS of A. pleuropneumoniae, like LPS of most Gram-negative bacteria, is a
toxic molecule [20, 48, 49]. However, LPS can be rendered non-toxic by its hydrolysis and
fractionation of polysaccharides and lipid A. When LPS from 4. pleuropneumoniae were
hydrolysed, the water-soluble polysaccharides (15 ug of carbohydrates) mixed with Quil
A failed to protect mice.

To increase the immune response to the polysaccharides, high molecular mass
O-polysaccharides were chemically coupled to a large immunogenic protein (BSA).
Because bacterial polysaccharides are T-cell independent antigens [50], we anticipated
that coupling between high molecular mass O-polysaccharides and BSA would produce
a T-cell dependent polysaccharide-protein conjugate response which could lead to
anti-polysaccharide antibody production, as well as a cellular immune response. The
conjugates were used in conjunction with different types of adjuvant including
Freund’s incomplete adjuvant, aluminium hydroxide gel (alhydrogel), peanut oil, W/O
emulsion (mineral oil/Span 85/Tween 85), monophosphoryl lipid A (RIBI), saponin
(Quil A), and non-ionic block copolymers (TiterMax) [51].

Our results showed that a good protection against 4. pleuropneumoniae serotype 1 was
obtained by immunization with O-polysaccharide-BSA conjugate mixed with saponin-de-
rived Quil A. One possible mechanism of protection can result from interference with the
initial event in bacterial colonization (i.e. adherence to mucosal surfaces) by antibodies
against the lipopolysaccharidic adhesins before the different toxins produced by this
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microorganism could affect the lungs. Another possibility is the induction of a cellular
immune response in the respiratory tract.

In summary, our results indicated that a similar level of protection was obtained when
mice were immunized with a single class of molecules (O-polysaccharides) compared to
a mixture of antigens found in the whole-cell bacterin preparation. Our results confirm the
important role of 4. pleuropneumoniae LPS in pathogenesis. Further studies will be needed
to evaluate the protective efficacy of a polyvalent serotype 1 and 5 O-polysaccharides-BSA
conjugate.
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SUMMARY

The major adhesin of Actinobacillus pleuropneumoniae, the causative
agent of porcine pleuropneumonia, has been previously identified as the
lipopolysaccharide (LPS). Experiments in our laboratory have shown that mice
immunized with different 4. pleuropneumoniae serotype 1 LPS preparations
were protected against a challenge with a virulent A. pleuropneumoniae
serotype 1 isolate. The purpose of the present study was to evaluate the
protection of pigs against experimental 4. pleuropneumoniae infection
following immunization with two of these LPS preparations. Groups of five
specific pathogen free (SPF) pigs were injected twice with one of the following
antigen preparations: detoxified LPS, O-polysaccharide-BSA conjugate, a
commercial bacterin, or PBS. Two weeks after the second injection, pigs were
challenged intranasally with a virulent A. pleuropneumoniae serotype 1 strain.
Upon macroscopic examination, fibrino-hemorrhagic ~pleuropneumonia,
compatible with 4. pleuropneumoniae infection, was observed in one to four
pigs in each group. The more extensive lesions were present in control,
unimmunized pigs and in animals vaccinated with the O-polysaccharide-BSA
conjugate. The highest survival rate was recorded when the pigs had been
immunized with detoxified LPS or the commercial bacterin. Taken together,
our results suggest that a protection comparable to the one obtained with a
commercial bacterin was observed when pigs were immunized with a single
class of molecules, detoxified LPS. Most importantly, these results confirm the
important role of A. pleuropneumoniae LPS in protection against porcine
pleuropneumonia. Finally, our results also support the idea that mice are not an

appropriate model for the evaluation of porcine pleuropneumonia vaccines.
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Actinobacillus pleuropneumoniae is the causative agent of porcine
pleuropneumonia, a worldwide disease causing tremendous economic loss to
the swine industry (Nicolet 1992). Twelve serotypes of A. pleuropneumoniae
have been recognized based on capsular antigens (Nielsen 1986). In Québec,
serotype 1 is the most predominant followed by serotype 5 (Mittal 1992). The
pathogenesis of porcine pleuropneumonia is not well understood, but several
cytotoxic and hemolytic activities have been described (Frey et al 1993). We
have shown that the lipopolysaccharide (LPS) is the major adhesin of A.
pleuropneumoniae involved in adherence to porcine respiratory tract cells and
mucus (Bélanger et al 1990, 1992, 1994). More recently, we demonstrated that
high-molecular-mass LPS was involved in 4. pleuropneumoniae adherence to
porcine respiratory tract cells (Paradis et al 1994). In addition, 4.
pleuropneumoniae LPS has been shown to bind pig hemoglobin (Bélanger et al

1995).

Vaccines containing chemically inactivated bacterial cells (or bacterins)
of A. pleuropneumoniae are currently used to control the disease. Many
investigators have previously reported the protective effect of capsular
antigens, outer membrane proteins, and RTX-toxins of A. pleuropneumoniae
(Devenish et al 1990, Gerlach et al 1993, Inzana et al 1988, Rosendal et al
1986). All these preparations may reduce mortality and morbidity but do not
provide satisfactory control of the disease process. In contrast, optimal
protection of pigs against infection by homologous and heterologous serotypes
seemed to occur following natural infection with A4. pleuropneumoniae
(Nielsen 1979). It has been established that a significant immune response to
LPS occurred as a result of A pleuropneumoniae infection but was not
important after immunization with whole-cell preparation, and that serological

cross-reactive immunodeterminants were located in the LPS (Fenwick and
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Osburn 1986a). In addition, Fenwick and Osburn (1986b) suggested the
potential of purified oligosaccharides conjugated to a protein carrier as

vaccines to prevent porcine pleuropneumonia.

Experiments in our laboratory have shown that mice immunized with
different 4. pleuropneumoniae serotype 1 LPS preparations were protected
against a challenge with a virulent A. pleuropneumoniae serotype 1 isolate. A
survival rate of 100% was recorded in mice injected with detoxified LPS mixed
with a light white oil adjuvant, while a survival rate of 25% was recorded for
the control group receiving PBS (unpublished results). Mice immunized with
an O-polysaccharide-BSA conjugate mixed with Quil A also induced a
significant protection (80%) compared with the control group (Rioux et al
1997). The purpose of the present study was to evaluate the protection of pigs
against experimental A. pleuropneumoniae infection following immunization

with these adhesin-based preparations which gave promising results in mice.

A. pleuropneumoniae serotype 1 isolate (FMV87-682) obtamned from
the diagnostic laboratory (Faculté de médecine vétérinaire, Université de
Montréal, St-Hyacinthe, Québec, Canada) was grown on brain heart infusion
(BHI, Difco Laboratories, Detroit, MI) agar plates supplemented with 15 pg/ml
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD). Plates were incubated at 37°C in a
5% CO» atmosphere for 18-24 h.

LPS of A. pleuropneumoniae was extracted by a modification of the
phenol/water extraction procedure of Westphal and Jann (1965). After phenol
extraction, the aqueous phases were pooled, adjusted to 0.5M NaCl, and 3
volumes of cold acetone were added in order to precipitate the LPS. The

solution was kept overnight at -20°C, and centrifuged at 8,000 X g for 20 min.
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The supernatant was discarded, and the opaque pellet was resuspended in
distilled water. After extensive dialysis against distilled water, the solution was
digested with RNase (0.1 mg/ml), DNase (0.1 mg/ml), and proteinase K (2
U/ml). Finally, the solution was lyophilized, and stored at -20°C. Because the
LPS of A. pleuropneumoniae, like LPS of most gram-negative bacteria, is a
toxic molecule (Fenwick and Osburn 1986a), they were detoxified by acid
hydrolysis (Paradis et al 1994). The polysaccharides were then fractionated on
a Sephadex G-25 column and directly conjugated to bovine serum albumin

(BSA) by reductive amination as described previously (Rioux et al 1997).

Three groups of five 6-week old specific pathogen free (SPF) pigs were
injected intramuscularly with either a commercial bacterin (2 ml; Pneupac;
Schering Canada) or 200 pg of carbohydrates of detoxified LPS, or O-
polysaccharide-BSA conjugate as estimated by the method of Dubois (Dubois
et al 1956). Detoxified LPS was mixed with an adjuvant composed of Span 85,
Tween 85, and mineral oil (light white oil; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO)
in a 20:1:1:18 volume ratio using a vortex (Hall et al 1989). The O-
polysaccharide-BSA conjugate was mixed with Quil A (500 pg; Cederlane
Laboratories, Hornby, Ontario, Canada) in 2 ml phosphate-buffered saline
(PBS, 0.01 M, pH 7.4). One group of non-vaccinated pigs received PBS and
served as control. A booster injection with antigen in adjuvant was administred
3 weeks after the first injection. Two weeks after the last immunization,

animals were challenged intranasally with a total of 4 ml of PBS (0.01 M, pH

7.4) containing approximately 4 X 109 CFU of a 6-h old culture 4.
pleuropneumoniae isolate FMV87-682 [on PPLO (Difco) agar plates

supplemented with 10% yeast extract and 5% horse serum].
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Pigs were examined daily for dyspnea and fever. A necropsy was done
on every pig, with particular attention to the vaccination site and the lungs.
Surviving pigs were euthanized (Euthanyl, MTC Pharmaceuticals, Cambridge,
Ontario, Canada) 2 weeks after challenge. The lung lesions weight on total
lung weight was estimated (Lechtenberg et al 1994). Samples of lungs and of
the vaccination site were fixed in 10% buffered formalin, embedded in
paraffin, and 6-pm thick sections were cut and stained with hematoxylin,
phloxin and saffron. Lungs were cultured for the presence of A4
pleuropneumoniae using blood agar plates with a Staphylococcus aureus
streak, while tonsils were cultured using PPLO agar enriched with ) pg/ml of
crystal violet, 1 pg/ml of lincomycin, 6 IU/ml of bacitracin, and 1 pg/ml of
NAD (Sidibé et al 1993). Isolates of A. pleuropneumoniae were serotyped by
colony dot using monoclonal antibody against A. pleuropneumoniae serotype 1
O-antigen (5.1 G8F10; kindly supplied by Eva I. Stenbaek, Department of
Biochemistry and Immunology, National Veterinary Laboratory, Copenhagen,

Denmark).

As observed in Table 1, the body temperature was higher than normal
for three pigs vaccinated with the commercial bacterin, four pigs vaccinated
with detoxified LPS, and all pigs in the other two groups. Three control
unimmunized pigs and three pigs vaccinated with the O-polysaccharide-BSA
conjugate died shortly (i.e. 24-40 h) after challenge. However, immunization
with detoxified LPS or the commercial bacterin induced a better protection as
only 1 pig died in the detoxified LPS group while no mortality was observed in

the commercial bacterin group.

Upon macroscopic examination, fibrino-hemorrhagic pleuropneumonia,

compatible with A. pleuropneumoniae infection (Dungworth 19Y3) was
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observed in one to four pigs in each group, the more extensive lesions being
present in control pigs and in O-polysaccharide-BSA vaccinated animals
(Table 1). No changes such as granuloma were observed macroscopically at

vaccination site.

Microscopic examination of the pulmonary lesions revealed changes
compatible with porcine pleuropneumonia (Dungworth 1993). The visceral
pleura was often covered by fibrin containing more or less degenerated
neutrophils. The interlobular septa were thickened by edema fluid,
inflammatory cells and fibrin. Alveolar lumen were occupied by edema fluid
and various numbers of erythrocytes, degenerated macrophages (oat cells) and
neutrophils. Bacteria were frequently observed. Some blood vessels were

thrombosed.

Eight vaccinated animals had muscular lesions at the vaccination site
(Table 1) varying from a mild interstitial fibrosis associated with slight
lymphocytic infiltration (one animal), to a focally extensive granulomatous
myositis and/or panniculitis, with presence of clear voluminous vacuoles
surrounded by macrophages and giant cells, with necrosis, fibrosis, myocytes
atrophy and mild diffuse infiltration of eosinophils and/or lymphocytes in
adjacent tissues. The commercial bacterin induced these changes more
frequently than the other vaccines. Those granulomatous lesions associated
with vaccination have already been described with various adjuvants used to

prepare porcine pleuropneumonia vaccine (Straw et al 1985).

As observed in Table 1, reisolation of A. pleuropneumoniae from the
lungs was reduced in pigs immunized with the commercial bacterin. Bacteria,

however, were isolated from the tonsils of 16 control or immunized animals.
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In summary, with regard to all parameters evaluated, the best protection
was observed with the commercial whole-cell bacterin. However, our results
indicate that a comparable protection was obtained when pigs were immunized
with a single class of molecules, detoxified LPS. In addition, these results
confirm the important role of A. pleuropneumoniae LPS in protection against
porcine pleuropneumonia. The major factor responsible for protection can be
the production of opsonising antibody against the lipopolysaccharidic adhesin.
Future studies should be designed to improve protection in pigs by testing other
doses of LPS-based vaccines, as well as other adjuvants. Our results also
indicate a lack of correlation between the protective efficacy determined in
mice and in pigs, supporting the idea that a mouse model is not appropriate to

evaluate vaccines against porcine pleuropneumonia.
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Article 3

Isolation and characterization of LPS mutants of

Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 1

Stéphane Rioux, Caroline Bégin, J. Daniel Dubreuil et Mario Jacques

Curr. Microbiol. 35:139-144, 1997.

Les résultats présentés dans cet article ont permis, dans un premier temps,
d'atteindre le deuxiéme objetif du présent projet. Ils suggérent un réle du LPS
dans l'adhérence d'Actinobacillus pleuropneumoniae aux cellules du tractus

respiratoire porcin.
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Abstract. The major adhesin of Actinobacillus pleuropneumoniae, the causative agent of porcine
pleuropneumonia, has been previously identified as lipopolysaccharide (LPS). The purpose of the present
study was to isolate and characterize A. pleuropneumoniae LPS mutants. Screening of LPS mutants was
performed with colony dot and sensitivity to novobiocin. One mutant obtained by colony dot (F19) and
one mutant selected for its increased sensitivity to novobiocin (33.1) did not react with a monoclonal
antibody against A. pleuropneumoniae serotype 1 O-antigen compared with the parent strain. Mutants F19
and 33.1 did not express high-molecular-mass LPS bands as determined in silver-stained SDS-PAGE gels.
The core-lipid A region of mutant 33.1 and of the parent strain had similar relative mobilities and reacted
with serum from a pig experimentally infected with the serotype 1 reference strain of A. pleuropneu-
moniae, while the same region in mutant F19 showed faster migration and did not react with this serum.
Use of piglet tracheal frozen sections indicated that mutant F19 was able to adhere to piglet trachea as well
as the parent strain, while mutant 33.1 adhered [half as much as] the parent strain. Finally, both LPS
mutants were markedly less virulent in mice than the parent strain. Taken together, our observations
support the idea that LPS is an important virulence factor of A. pleuropneumoniae.

Actinobacillus pleuropneumoniae is the causative agent
of porcine pleuropneumonia [25], a worldwide disease
causing tremendous economic loss to the swine industry.
Twelve serotypes of A. pleuropneumoniae have been
recognized from capsular antigens [26]. In Québec,
serotypes 1 and 5 are the most predominant [23]. The
pathogenesis of porcine pleuropneumonia is not well
understood, but several cytotoxic and hemolytic activities
have been described {9].

The initial event in bacterial colonization is the
adherence of microorganisms to the epithelial cells
and/or mucus layer of the mucosal surfaces, which
involves specific interactions between bacterial adhesins
and host receptors [27]. We have shown that lipopolysac-
charides (LPS) are the major adhesin of A. pleuropneu-
moniae involved in adherence to porcine respiratory tract
cells and mucus [2-4]. More recently, we demonstrated
that high-molecular-mass LPS, with the longest O-chains,
were involved in A. pleuropneumoniae adherence to

Correspondence to: M. Jacques

porcine respiratory tract cells [28]. In addition, A. pleuro-
pneumoniae LPS have been shown to bind pig hemoglo-
bin [5]. LPS is a complex molecule composed of three
well-defined regions: the lipid A; the core, an oligosaccha-
ride containing 2-keto-3-deoxyoctulosonic acid (KDOY),
and the O-antigen, a polysaccharide consisting of repeat-
ing units [11]). Depending on the presence and the number
of O-antigen repeating units, LPS can be rough, semir-
ough (e.g., as in A. pleuropneumoniae serotype 1), or
smooth (e.g., as in A. pleuropneuntoniae serotype 2) [2. 6,
11]. The biosynthesis of LPS is complex. To assemble
O-antigens, monomers are not transferred directly to a
growing LPS molecule. Instead, O-antigens are synthe-
sized separately on a lipid carrier (undecaprenol phos-
phate) by enzymes encoded by the rfb gene cluster. Once
completed, O-antigen is transferred and convalently
linked to a preformed lipid A-core acceptor at the
periplasmic face of the plasma membrane. After ligation,
the completed LPS molecule is translocated to the cell
surface by unknown rechanisms [39].

A. pleuropneumoniae serotype 1 and 5 mutants
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defective in capsule synthesis [13, 30] and A. pleuropneu-
moniae serotypes 1, 2, 5, and 7 mutants defective in
hemolysin production [1, 12, 16, 32, 36] have been
studied. To the best of our knowledge, no LPS mutants of
A. pleuropneumoniae have been isolated so far. Thus, the
purpose of the present study was to isolate and character-
ize LPS mutants to better understand the role of LPS in
the pathogenesis of swine pleuropneumonia.

Materials and Methods

Bacterial strain and growth conditions. A. pleuropneumoniae refer-
ence strain representing serotype 1 (strain 4074) was provided by A.
Gunnarson (National Veterinary Institute, Uppsala, Sweden). Bacteria
were grown on brain heart infusion (BHI; Difco Laboratories, Detroit,
MI) agar plates supplemented with 15 pg of nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD) per ml. Plates were incubated at 37°C in a 5% CO,
atmosphere for 18-24 h.

Selection of mutants. (1) Colony do:. A bacterial suspension was
inoculated onto BHI-NAD agar plates to obtain approximately 100
bacterial colonies per plate. After incubation. the plates were incubated
a1 4°C for 2 h. A nitrocellulose membrane (0.45 pm) was piaced on the
plate at room temperature for 1 h, lified, and then incubated for 1 h with
a blocking solution consisting of 2% (wt/vol) skim milk in Tris-saline
buffer-Tween 20 [TSBT, 10 mm Tris, 150 mm NaCl, pH 7.4, 0.02%
(vol/vol) Tween 20 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)], followed by
an incubation of 2 h with monoclonal antibodies against A. pleuropneu-
moniae serotype 1 O-antigen (5.1 G8F10: kindly supplied by Eva 1.
Stenbaek, Department of Biochemistry and Immunology, National
Veterinary Laboratory, Copenhagen V, Denmark). The membranes were
then washed in TSBT and incubated for 1 h with a goat anti-mouse
1gG + 1gM (H + L) horseradish peroxidase conjugate (Jackson Immu-
noResearch Laboratories, Mississauga, Ontario. Canada). The reaction
was revealed by addition of 4-chloro-1-naphthol and hydrogen peroxide
(Sigma) following the method described by Hawkes {10]. The LPS
profiles of nonreactive colonies were analyzed by SDS-PAGE and
immunoblotting.

(2) Sensitiviry 1o novobiocin. Different bacterial colonies from a
master plate were inoculated onto BHI-NAD agar plates supplemented
with 2 pg of novobiocin (Sigma) per ml. After incubation, the colonies
that did not grow were selected from the master plate. These colonies
were also analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting.

SDS-PAGE and Tricine SDS-PAGE. Analysis of the mutants was
done by SDS-PAGE. Agar-grown bacteria were suspended in a
solubilization buffer containing 10% (vol/vol) glycerol, 5% (vol/vol)
B-mercaptoethanol, 2% (wt/vol) sodivm dodecyl sulfate (SDS), 62.5
mm Tris-HCI (pH 6.8), and 0.025% (vol/vol) bromophenol blue, and
heated for 15 min at 100°C. An equal volume of proteinase K (1 mg/ml;
Sigma) prepared in 50 mm Tris-HCI (pH 8.0) containing 1 mM CaCl,
was added to the samples, and the mixture was incubated for 60 min at
60°C. Samples were separated with a stacking gel of 4.5% (wt/vol)
polyacrylamide and a separating gel of 12.5% (wt/vol) polyacrylamide
[19]. Samples were electrophoresed at 100 V (stacking gel) and 200 V
(separating gel) in a Mini-Protean Il apparatus (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA). Gels were either stained with the silver-staining
procedure of Tsai and Frasch [38] or used in immunoblotting. The
core-lipid A region electrophoretic profile of the mutants was deter-
mined by Tricine SDS-PAGE as described previously [15).

Immunoblotting. Immunoblots were carried out as described by
Towbin et al. {37). The samples separated by SDS-PAGE were
transferred with a mini Trans-Blol apparatus (Bio-Rad Laboratories) to
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a nitrocellulose membrane (0.2 pm; Bio-Rad Laboratories) for I h at
100 V. The membranes were first incubated for 1 h with a blocking
solution consisting of 2% (wt/vol) skim milk in TSB, followed by an
overnight incubation at 4°C with the monoclonal antibody 5.1 G8F10.
The membranes were then washed in TSB, and incubated for 1 h with a
goat anti-mouse IgG + 1gM (H + L) horseradish peroxidase conjugate
(Jackson ImmundResearch Laboratories). The reaction was revealed as
described above. Tricine SDS-PAGE gels were transferred to nitrocellu-
lose membranes and treated as described above. However, an antiserum
obtained from a pig experimentally infected with the serotype 1
reference strain of A. pleuropneumoniae {29] and a goat anti-swine 1gG
(H + L) horseradish peroxidase conjugate (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) were used to detect the core-lipid A region [15].

Electron microscopy. Capsular material of A. pleuropneumoniae
serotype 1 cells was stabilized with a mouse monoclonal antibody
against A. pleuropneumoniae capsular antigen (1.5 CS F4: kindly
supplied by Marcelo Gotischalk, Faculté de Médecine Vétérinaire,
Université de Montréal, St-Hyacinthe. Québec, Canada) and stained
with ruthenium red before examination by transmission electron
microscopy as described by Jacques et al. [14].

Adherence assay. The adherence assay to frozen sections was per-
formed as described by Paradis et al. [28]. Briefly, bacteria were diluted
in PBS containing 1% (wt/vol) bovine serum albumin and 0.01%
(vol/vol) Tween 20 to give an Agqp of 0.2. A volume (100 pl) of bacterial
suspension was pipetted onto piglet tracheal frozen sections on glass
slides and incubated in a moist chamber at 37°C for 2 h. After intensive
washing in distilled water, sections were stained with the Diff-Quik
stain (Baxter Healthcare Corporation. McGraw Park, IL) according to
the manufacturer’s instructions. Upon microscopic examination, the
number of bacterial cells attached 1o the tracheal epithelium was
determined at a magnification of 1,000. Resuits were compared for
statistical significance by Student’s 7 test.

Virulence in mice. Groups of ten CD! mice (Charles River Inc.,
St-constant, Québec, Canada), 8 weeks of age, were challenged with a
total of 50 ! of a 6-h-old culwre containing approximately 1 X 10%
CFU of A. pleuropneumoniae serotype 1 (parent strain or LPS mutants)
by the intranasal route. Intranasal inoculations were performed accord-
ing to the method described by Rushton [31]. Mice were monitored for
mortality for one week after the challenge.

Results and Discussion

The initiating event in the pathogenesis of most bacterial
pulmonary infections is most probably the establishment
of the organisms in the upper respiratory tract. Adherence
is a complex interaction between the bacterium and the
target cells that enables colonization to occur and allows
the bacterium to exert its pathogenic and immunogenic
effects. The pathogenesis of porcine pleuropneumonia is
not well understood, but we have shown the involvement
of LPS in adherence of A. pleuropneumoniae to porcine
respiratory tract cells and mucus [2-4, 28]. Using sponta-
neous LPS mutants, we now provide further evidence that
LPS represent an important virulence factor of A. pleuro-
pneumoniae.

Initial screening of LPS mutants was nerformed by
two different approaches, colony dot and sensitivity to
novobiocin. O-antigen expression was analyzed with
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monoclonal antibody 5.1 G8F10, which is directed
against an epitope located in the O-antigen of A. pleuro-
pneumoniae serotype 1 LPS [20]. Approximately 4100
individual bacterial colonies were probed with this mono-
clonal antibody in colony dot. Bacterial colonies that
differed in reactivity with this monoclonal antibody from
the parent strain were selected. With this approach, seven
putative O-antigen-deficient mutants were identified. A
total of 1100 individual bacterial colonies were also
tested on a selective medium containing novobiocin, and
188 mutants, not able to grow in the presence of the
hydrophobic antibiotic, were observed. All these putative
LPS mutants were then analyzed by immunoblotting.
One of the seven putative mutants obtained by colony dot
(F19) and one of the 188 mutants selected for their
increased sensitivity to novobiocin (33.1) did not react
with the monoclonal antibody 5.1 G8F10 compared with
the parent strain (Fig. 1a). The other mutants reacted as
well as the parent strain with the monoclonal antibody 5.1
G8F10 when tested by immunoblot.

These spontaneous mutants were also characterized
by SDS-PAGE. Mutants F19 and 33.1 appeared to
possess a truncated LPS as they did not express high-
molecular-mass LPS bands in silver-stained gels (Fig.
1b). In addition, the core-lipid A region of mutant 33.1
and of the parent strain had similar relative mobilities,
while the same region in mutant F19 showed faster
migration than the parent strain (Fig. 1b). The samples
were separated by Tricine SDS-PAGE, which allows a
better resolution of the core-lipid A region [21], trans-
ferred to nitrocellulose membranes, and the antigenicity
of the core-lipid A region was tested by immunoblot
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Fig. 1. Immunoblot (A) and silver-stained SDS-
PAGE profiles (B) of whole-cell, proteinase
K-treated preparations of A. pleuropneumoniae par-
ent strain and spontaneous LPS mutants. The immu-
noblot was probed with a monoclonal antibody
against A. pleuropneumoniae serotype 1 O-antigen.
Lane 1, parent strain; lane 2, mutant F19; lane 3,
mutant 33.1. Molecular mass markers (in kilodal-
tons) are indicated on the left. Arrow indicates the
core-lipid A region.

Fig. 2. Immunoblot of whole-cell, proteinase K-treated preparations of -
A. pleuropneumoniae parent strain and spontaneous LPS mutants
separated by Tricine SDS-PAGE. The immunoblot was probed with
serum from a pig experimentally infected with the serotype 1 reference
strain of A. pleuropneumoniae. Lane 1, parent strain; lane 2, mutant
F19; lane 3, mutant 33.1. Molecular mass markers (in kilodaltons) are
indicated on the left. Arrow indicates the core-lipid A region.

(Fig. 2). The core-lipid A of mutant 33.1 reacted with a
serum from a pig experimentally infected with the
serotype 1 reference strain of A. pleuropneumoniae as did
the parent strain, while the core-lipid A region of mutant
F19 did not react with the same serum. These results
suggest the presence of an incomplete core in mutant F19
compatible with a faster migration on gel and absence of
epitopes recognized by the pig antiserum.
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Fig. 3. Transmission electron micrographs of thin sections of A. pleuropneumoniae immunostabilized with a mouse monoclonal antibody against A.
pleuropneumoniae capsular antigen, and stained with ruthenium red. (A) Parent strain; (B) mutant F19; (C) mutant 33.1. Bar = 200 nm,

Table 1, Adherence to piglet tracheal frozen sections and virulence
in mice of A. pleuropneumoniae serotype 1 parent strain
and LPS mutants

Strain Adherence (%)? Virulence in mice (%)
Parent strain 92 + 20 (100) 10/10 (100)

F19 94 = 37 (102) 3/10 (30)

331 50 = 20 (54)° 2/10 (20)

@ Represents the number of bacterial cells attached to the tracheal
epithelium determined at a magnification of X1000. Values represent
the average of four samples * standard deviation, and the values in
parentheses represent the percentage relative to the parent strain.

b Represents the number of dead mice/number inoculated.

< Significant differences (P < 0.05) were observed between the adher-
ence of mutant 33.1 and of the parent strain.

Electron microscopy of thin sections of bacterial
cells stabilized with a mouse monoclonal antibody against
A. pleuropneumoniae capsular antigen and stained with
ruthenium red revealed the presence of capsular material
(a layer of approximately 160 nm) surrounding cells of A.
pleuropneumoniae parent strain and both LPS mutants
(Fig. 3), indicating that synthesis of capsular material was
not altered in these LPS mutants.

The virulence of the mutants was evaluated in mice,
an economical animal model that has been used by others
[17, 18, 34]. After challenge with mutants F19 and 33.1,
20-30% mortality was recorded, while after challenge
with the parent strain, the percentage of mortality was
100% (Table 1). Therefore, the LPS mutants, although
well encapsulated, were markedly less virulent in mice
than the parent strain, Similar results with strains of
Salmonella defective in LPS biosynthesis have been
reported {7, 22].

Finally, the adherence of A. pleuropneumoniae par-
ent strain and of the two mutants with truncated LPS
lacking O-chains to piglet tracheal frozen sections was
evaluated. After 2 h of incubation, the parent strain and
the mutant F19 adhered similarly; the average number of
bacterial cells adhered to tracheal sections was 92 and 94,
respectively (Table 1). For mutant 33.1, the average
number of adherent bacterial cells was decreased to 50.
These observations support, at least in part, the idea that
A. pleuropneumoniae LPS play a role in adherence, but
also suggest that the presence of O-chains does not seem
to be essential. Similar results with lipooligosaccharide
(LOS) mutants of Neisseria gonorrhoeae have been
reported [33]. One LOS mutant (/si-1) adhered poorly to
Chang epithelial cells in contrast to the parent strain and
to another isogenic LOS mutant (ga/E). In addition, LPS
mutants of Pseudomonas aeruginosa showed a reduced
ability to adhere to rat corneas [8] and to epithelial cells
[35]. Other studies have reported a relationship between
LPS mutations and reduced adherence. For example, with
LPS mutants of Salmonella tiphy, Mroczenski-Wildey et
al. [24] showed that adhesion to and penetration of HeLa
cell monolayers by S. tiphy Ty2 requires the presence of a
complete LPS molecule.

In summary, our results indicate that one A. pleuro-
prneumoniae LPS mutant adhered less than the parent
strain, while both mutants are markedly less virulent in
mice. Taken together, our observations support the idea
that LPS is an important virulence factor of A. pleuropneu-
moniae. However, since these mutants are not genotypi-
cally well characterized, future studies should use, for
example, transposon mutagenesis for the generation of
isogenic mutants. Studies conducted with such isogenic
mutants will eliminate the possibility of mutations in

b
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different A. pleuropneumoniae genes that could play a
role in virulence.
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ABSTRACT

Lipopolysaccharide (LPS) has previously been identified as a major adhesin of
Actinobacillus  pleuropneumoniae, the causative agent of porcine
pleuropneumonia. The purpose of the present study was to isolate and
characterize mutants in LPS biosynthesis by using a mini-Tn/0 transposon
mutagenesis system. Seven mutants appeared to possess a rough LPS as they
did not express high-molecular-mass LPS bands in SDS-PAGE gels and did not
react with a monoclonal antibody against A. pleuropneumoniae serotype 1 O-
antigen. One mutant (#5.1) expressed the high-molecular-mass LPS bands but,
as visualized by Tricine SDS-PAGE, showed an additional band in the core-
lipid A region. The LPS mutants showed sensitivity to pig serum at various
degrees, while the parent strain was serum-resistant. The majority of LPS
mutants were less virulent in mice than the parent strain. Use of piglet tracheal
frozen sections indicated that the rough LPS mutants adhered similarly or in
greater numbers than the parent strain. Interestingly, the LPS mutant #5.1
adhered 38% less than the parent strain and was also less virulent in pigs. The
gene affected by mini-Tn/0 in LPS mutant #5.1 is ga/U, the structural gene for
UTP-glucose-1-phosphate  uridylyltransferase involved in LPS core
biosynthesis. Taken together our observations demonstrate the role of LPS in
adhesion of 4. pleuropneumoniae to target cells and indicate its function as a
virulence factor. Our data also suggest that although the presence of O-antigen
does not seem to be essential, an intact core-lipid A region is required for

adherence of A. pleuropneumoniae to porcine respiratory tract cells.
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INTRODUCTION

Actinobacillus pleuropneumoniae is the causative agent of porcine
pleuropneumonia, an acute or chronic infection characterized by hemorrhagic,
fibrinous and necrotic lung lesions. The disease is highly contagious and
causes tremendous economic loss to the swine industry (27). Twelve serotypes
of A. pleuropneumoniae have been recognized based on capsular and
lipopolysaccharide antigens (28). In Québec, serotypes 1 and 5 are
predominant (26). Several bacterial factors have been suggested as important
virulence attributes of A. pleuropneumoniae. The hemolytic and cytotoxic
RTX toxins have been shown to be major virulence factors (13). In addition,
the polysaccharidic capsule, some outer membrane proteins, and
lipopolysaccharides (LPS) also seem to be involved in virulence (17, 44). We
have shown that LPS play a major role in adherence of A. pleuropneumoniae to
porcine respiratory tract cells and mucus (4, 5, 18, 31). In addition, we recently

observed that A. pleuropneumoniae LPS were binding pig hemoglobin (1, 3).

Lipopolysaccharide is a complex molecule composed of three well-
defined regions: the lipid A; the core, which is an oligosaccharide containing 2-
keto-3-deoxyoctulosonic acid; and the O-antigen, a polysaccharide consisting
of repeating units (14). The biosynthesis of LPS is complex, and genes
involved tend to be clustered into distinct regions of the bacterial chromosome.
For enteric bacteria, the rfa [waa; new nomenclature system proposed for
genes involved in expression of bacterial polysaccharides (37)] gene cluster
encodes LPS core biosynthesis and O-antigen attachment, while the genes
involved in the biosynthesis of the O-antigen region are predominantly found
at the rfb (wb*) locus. In addition, other genes involved in the biosynthesis of

the LPS core and O-antigen are spread on the chromosome. The genes involved
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in lipid A biosynthesis are less clustered. Several genes acting early in the
pathway are located in a large operon (/px) while other genes are scattered
around the chromosome. The O-antigen polymer is synthesized on a lipid
carrier (undecaprenol phosphate) independently of lipid A and core. Following
completion of the core-lipid A and O-antigen, these moieties may be exported
to the periplasmic surface of the cytoplasmic membrane by energy-dependant
processes where they are joined. In other cases, it seems that the entire LPS is
assembled at the cytoplasmic face of the cytoplasmic membrane and then
translocated intact to its final destination in the outer leaflet of the outer
membrane. These facts imply that more than one transport system may be
required for export of LPS (32, 36, 40).

To the best of our knowledge, only spontaneous LPS mutants of A.
pleuropneumoniae serotype 1 have been described (38). However, these
mutants were genotypically not characterized. The purpose of the present study
was to isolate and characterize genetically and funtionnally LPS mutants using

a mini-Tn/0 transposon mutagenesis system.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. The nalidixic acid-resistant mutant
(4074 Nal’) obtained from A. pleuropneumoniae reference strain representing
serotype 1 (strain 4074) was grown on BHI (Difco Laboratories, Detroit, MI)
agar plates supplemented with 15 pg of NAD per ml and 30 pg of nalidixic
acid (Nal) per ml. Escherichia coli S17.1 Apir (pLOF/Km) was grown on LB
agar plates supplemented with 50 pg of kanamycin (Km) per ml
Transpositional mutants were grown on BHI agar plates supplemented with 15
ug/ml of NAD, 30 pg/ml of Nal and 75 ug/ml of Km. Plates were incubated at
37°C in a 5% CO, atmosphere for 18-24 h.

Transpositional mutagenesis. Mutagenesis in 4. pleuropneumoniae with a
Tnl0 derivative (9) was done as described by Tascon et al. (43). In bref,
overnight cultures of donor and recipient strains were diluted in 0.85% NaCl to
give an Agsonm of 0.8. One hundred pl of each bacterial suspension were mixed
in 5 ml of sterile 10 mM MgSO, and then filtered through a Millipore type HA
0.45 um membrane (Millipore Corporation, Bedford, MA). Mating filters
containing donor and recipient bacteria were placed onto BHI-NAD agar plates
(cells side up), and incubated at 37°C for 4 h. The membrane was then
transferred to BHI-NAD agar plates containing 100 uM IPTG to induce
expression of the transposase. After incubation at 37°C for 15-18 h, the
bacterial cells were resuspended in sterile NaCl (0.85%), and appropriate

dilutions were plated on the counterselecting medium (BHI-NAD-Nal-Km).

Selection of mutants. Different bacterial colonies from a master plate were
inoculated onto BHI-NAD-Nal-Km agar plates supplemented with 2 pg of

novobiocin per ml. After incubation, the colonies that did not grow in the
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presence of this hydrophobic antibiotic were selected from the master plate.
These novobiocin-sensitive mutants were then analyzed by SDS-PAGE and

immunoblotting.

SDS-PAGE, Tricine SDS-PAGE, and immunoblotting. Electrophoretic
separation methods and analysis including SDS-PAGE, Tricine SDS-PAGE,
and immunoblotting analysis were performed as described previously by Rioux

et al. (38).

DNA techniques. Chromosomal DNA was purified using the guanidium
thiocyanate method from Pitcher et al. (34). Briefly, cells were lysed with
GES-buffer (5 M guanidine thiocyanate, 100 mM EDTA (pH 8.0), 0.5%
sodium-lauryl-sarcosinate) and proteins were precipitated with 7.5M
ammonium acetate. Phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1; Sigma) was
used to remove remaining exonucleases and lipoprotens from the DNA.

Finally, the DNA was precipitated with isopropanol.

PCR amplification of the transposon mini-Tn/0 was made using the
oligonucleotides primers KMTN903-L (5
AAGGGGTGTTATGAGCCATATT 3 and KMTN903-R )
CCAATTCTGATTAGAAAAAGTC 3") at annealing temperature of 53°C
using standard conditions (2). Labelling of a specific probe for the transposon
with digoxigenin (DIG) was made in a standard PCR which was supplemented
with 50 uM digoxigenin-11-dUTP (Boehringer Mannheim, Laval, Québec,
Canada) using plasmid pLOF/Km as template and the same primers. Southern
blot analysis with Xhol-digested genomic DNA was done using a standard
protocol (2) with the following washing conditions: two washes for 5 min at

room temperature with 2 X SSC containing 0.1% SDS, and twice for 15 min at
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68°C with 0.2 X SSC containing 0.1% SDS. The DIG-labelled probe was
detected using phosphatase-labelled anti-DIG antibodies with CDP-Star as
substrate (Boehringer Mannheim) according to the manufacturer's instructions.

Identification of the mutated gene was performed using a PCR-based
procedure that allows amplification of chromosomal DNA adjacent to the mini-
Tn10 site of insertion. The procedure is based on a single specific primer PCR
amplification of chromosomal DNA adjacent to one end of the transposon
insert (30). Chromosomal DNA was digested with restriction enzyme Hindlll
(which cuts the transposon at a single site) and ligated into a pBluescript II KS
(+) plasmid that was digested with the same enzyme. To perform the PCR the
following primers were used: one specific primer annealing to the mini-Tn/0
[Hind3-FOR (5° GCTTTTGCCATTCTCACCGGATT 3’)] and the other
annealing to the vector pBluescript I KS (+) [T7-REV (5"
GTAATACGACTCACTATAGGGC 3°)]. Initial denaturation at 94°C for 5
min followed by 30 cycles of PCR were used. Each cycle consisting of
denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 60°C for 1 min and extension at

72°C for 4 min using standard conditions (2).

DNA sequencing of the PCR product was performed using the primers
T7-REV and Hind3-FOR at the DNA sequencing core facility (University of
Maine, Orono) by using an ABI model 373A stretch DNA sequencer.
Subsequent primers were based on the obtained sequence. DNA sequence
information was analyzed with programs from University of Wisconsin
Genetics Computer Group software (10) using the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) databases.
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Electron microscopy. Capsular material of A. pleuropneumoniae serotype 1
cells was stabilized using a mouse monoclonal antibody against A.
pleuropneumoniae capsular antigen (1.5 C5 F4; kindly supplied by Marcelo
Gottschalk, Faculté de Médecine Vétérinaire, Université de Montréal, St-
Hyacinthe, Québec, Canada) and stained with ruthenium red before
examination by transmission electron microscopy as described previously (19,

20).

Adherence assay. The adherence assay to frozen tracheal sections was
performed as described by Paradis et al. (31). Briefly, bacteria were diluted in
PBS containing 1% (wt/vol) bovine serum albumin and 0.01% (vol/vol) Tween
20 to give an Asqnm of 0.2. A volume (100 pl) of bacterial suspension was
pipetted onto piglet tracheal frozen sections on glass slides and incubated in a
moist chamber at 37°C for 2 h. After intensive washing in distilled water,
sections were stained with the Diff-Quik stain (Baxter Healthcare Corporation,
McGraw Park, IL.) according to the manufacturer's instructions. Upon
microscopic examination, the number of bacterial cells attached to the tracheal
epithelium was determined at a magnification of X1,000. Results were
compared for statistical significance by Student's t test.

Serum bactericidal assay. A modification of the serum bactericidal assay
procedure described by Ward and Inzana (45) was used. A 6-h old culture of 4.
pleuropneumoniae was harvested and washed at room temperature with PBS
containing 0.15 mM CaCl, and 0.5 mM MgCl, (PBS™"). Bacteria were diluted
to approximately 5 X 10 CFU/ml in PBS™". A volume of 50 pl of the bacterial
suspension was added to 450 pul of normal swine serum and incubated at 37°C.
Control tubes contained heat-inactivated serum. Viable-cell counts were

estimated at 0, 1, 2 and 3 h by plating 50 pl of this bacterial suspension in
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serum on BHI-NAD agar. Plates were incubated overnight at 37°C and the
percentage of viability was determined according to the equation: (number of

colonies after incubation/number of colonies before incubation) X 100.

Virulence in mice. Groups of ten CD1 mice (Charles River Inc., St-Constant,
Québec, Canada), 8 weeks of age, were challenged with a total of 50 ul of a 6-
h old culture containing approximately 1 X 10* CFU of A. pleuropneumoniae
serotype 1 (parent strain or LPS mutants) by the intranasal route (38). Mice

were monitored for mortality for one week after the challenge.

Experimental pig infection. Ten specific-pathogen-free, 7-week-old piglets
reared in a pathogen-free environment were used. One group of four piglets
received the parent strain 4074 Nal' and one group of six piglets received LPS
mutant #5.1. Piglets were challenged once intranasally (0.5 ml per nostril) with
a suspension containing 10° CFU/ml. Animals were monitored daily for a rise
in body temperature, and dyspnea. Pigs were euthanized 8 days after the
inoculation. All pigs were examined thoroughly at necropsy, including
macroscopic and microscopic lesions, and reisolation of challenge bacteria.
Samples of lungs were fixed in 10% buffered formalin, embedded in paraffin,
and 6-um thick sections were cut and stained with hematoxylin, phloxin and
saffron. Lungs and tonsils were cultured for the presence of A
pleuropneumoniae using trypticase-soya (Difco) agar enriched with 1 pg/ml of
crystal violet, 1 pg/ml of lincomycin, 128 pg/ml of bacitracin, 1 mg/ml of
NAD, 5% sheep blood, and 5% yeast extract. Isolates of 4. pleuropneumoniae
were inoculated on BHI-NAD-Nal and BHI-NAD-Nal-Km to confirm that the

mutant strain or the parent strain was reisolated, respectively.
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Nucleotide sequence accession number. The nucleotide sequence of the A.
pleuropneumoniae galU gene was deposited to GenBank and assigned the

accession number AF053017.
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RESULTS

Isolation and characterization of LPS mutants. Initial screening of LPS
mutants was performed using susceptibility to novobiocin, a hydrophobic
antibiotic effective against rough LPS mutants (29). Approximately 1300
individual bacterial colonies, obtained from two independant mutagenesis
experiments, were tested on a selective medium containing novobiocin; 109
mutants, not able to grow in the presence of this hydrophobic antibiotic, were
retained. All these mutants were then analyzed by SDS-PAGE and
immunoblotting using the monoclonal antibody 5.1 G8F10, which is directed
against an epitope located in the O-antigen of A. pleuropneumoniae serotype 1
LPS (21). Seven mutants (#1.1, #15.1, #24.1, #27.1, #36.1, #44.1 and #51.1)
appeared to possess a rough LPS as they did not express high-molecular-mass
LPS bands in silver-stained SDS-PAGE gels, while one mutant (#5.1) and the
parent strain expressed the high-molecular-mass LPS bands (Fig. 1, lanes 1 and
9). These mutants were then characterized by immunoblotting. Rough LPS
mutants #1.1, #15.1, #24.1, #27.1, #36.1, #44.1 and #51.1 did not react with
the monoclonal antibody 5.1 G8F10 as expected, while the LPS mutant #5.1
react with this monoclonal antibody (Fig. 2, lane 9). The mutant #5.1 showed
an additional band in the core-lipid A region when visualized by Tricine SDS-
PAGE, a method which allows a better resolution of the core-lipid A region
(Fig. 3A) (23). In addition, the sample separated using Tricine SDS-PAGE was
transferred to nitrocellulose membranes and the antigenicity of the core-lipid A
region was tested by immunoblot using a serum from a pig experimentally
infected with the serotype 1 reference strain of A. pleuropneumoniae (Fig. 3B).
The upper band of the core-lipid A region of mutant #5.1 reacted with this pig
serum as did the band of the parent strain migrating at the same position, while
the additional band of the core-lipid A region of mutant #5.1 did not react with
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the same serum. All the mutants were kanamycin resistant and ampicillin
sensitive, indicating they resulted from a transposition event and not from a

plasmid co-integration event.

Electron microscopy of thin sections of bacterial cells stabilized with a
mouse monoclonal antibody against A. pleuropneumoniae capsular antigen and
stained with ruthenium red revealed the presence of capsular material
surrounding cells of A. pleuropneumoniae parent strain and all LPS mutants,
indicating that synthesis of capsular material was not altered in any of the LPS

mutants described in this work (data not shown).

PCR amplification and Southern hybridization. The amplification of the
transposon was made by PCR using the transposon-specific primers. All
mutants showed the expected 836 bp product and thus carried the mini-Tn/0
(Fig. 4). Chromosomal DNA from each LPS mutants was digested with Xhol
(which cuts the transposon at a single site) and analyzed by Southemn blotting
with specific DIG-labelled probe to assess the number of copies of the
transposon present. All the mutants carried a single insertion of the mini-Tn/0
(Fig. 5), and the insertion was mapped to different sites as shown by different
fragments size. However, a similar profile was seen for mutants #1.1 and #15.1
(Fig. 5, lanes 1 and 3), and mutants #24.1 and #36.1 (Fig. 5, lanes 4 and 6).

Serum resistance. The parent strain 4074 Nal" and the LPS mutants were
examined for survival in 90% normal pig serum. The parent strain was serum-
resistant and multiplied in the serum during the period of incubation (Table 1).
Mutants #1.1, #15.1, #27.1 and #44.1 survived for at least 2 h and
subsequently decreased in numbers, but were not completely eliminated after 3

h of incubation. Mutant #51.1 rapidly decreased in numbers, but was not



88

completely killed. Normal pig serum was bactericidal for mutants #5.1, #24.1
and #36.1. The killing by serum appeared to be complement-mediated, since
inactivation of complement by heating prior to bacterial inoculation permitted

bacterial survival (data not shown).

Adherence assay. The adherence of A. pleuropneumoniae parent strain 4074
Nal’, the seven mutants with rough LPS lacking O-chains and of the mutant
with modified core-lipid A region to piglet tracheal frozen sections was
evaluated. After 2 h of incubation, the parent strain and the mutant #51.1
adhered similarly, the average number of bacterial cells adhered to tracheal
sections was 138 and 133, respectively (Table 1). For LPS mutants #1.1, #15.1,
#24.1, #27.1, #36.1 and #44.1, the average number of adherent bacterial cells
was increased. Interestingly, for LPS mutant #5.1 with a modified core-lipid A
region, the average number of adherent bacterial cells was significantly
decreased to 86 (Table 1).

Identification of the gene affected by mini-Tn/0 in the LPS mutant #5.1,
The gene affected by mini-Tn/0 in the LPS mutant #5.1 showing a decreased
adherence to porcine tracheal cells was amplified and identified by DNA
sequencing. Computer analysis identified two open reading frames, ORFI,
spanning bp 53 to 937, and ORF2, in opposite direction, spanning bp 975 to
1490 (Fig. 6). The deduced amino acid sequence from the nucleotide sequence
of ORF1 was analyzed through the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) with the BLAST program and was found to be similar to
UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase of Haemophilus influenzae (83
% identity in a stretch of 295 amino acids) and E. coli (75 % identity in a
stretch of 165 amino acids) encoded by the galU gene. The second ORF shows

no similarity to any known gene. Nucleotide sequence analysis demonstrated
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that the mini-Tn/0 insertion was located 16 bp upstream of the Shine-Delgarno
sequence of ORF1 (Fig. 6). This suggests that the mini-Tn/0 might be located
within the galU promoter region thus having a direct or a polar effect by
blocking the transcription of galU. In addition, the nucleotide sequence reveals
that galU is followed by a cononical termination of the transcription sequence

11 bp downstream the stop codon (Fig. 6).

Virulence of LPS mutants. The virulence of the mutants was evaluated in
mice, an economic animal model. After challenge with the parent strain 4074
Nal" and LPS mutant #1.1, 80% motality was observed. After challenge with
LPS mutants #24.1, #27.1 and #51.1, the percentages of mortality were 60-
70%, while after challenge with the LPS mutants #5.1, #15.1, #36.1 and #44.1,
10-40% mortality was recorded (Table 1).

The virulence of LPS mutant #5.1 and the parent strain 4074 Nal® was
evaluated in pigs. After challenge with mutant #5.1, no mortality was recorded,
while after challenge with the parent strain 4074 Nal', the percentage of
mortality was 75 % (Table 2). A necropsy was done on every pigs, with
particular attention to the lungs lesions. Upon macroscopic examination,
fibrino-hemorrhagic pleuropneumonia, compatible with A. pleuropneumoniae
infection (11) was observed in all pigs infected with parent strain and only in
50 % pigs infected with mutant #5.1. The control pigs infected with the parent
strain 4074 Nal' showed more extensive lesions than those infected with
mutant #5.1 (Table 2). 4. pleuropneumoniae was isolated from the lungs of

pigs with lesions, and from the tonsils of all animals.
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DISCUSSION

Several pieces of evidence indicated that LPS is involved in adherence
of A. pleuropneumoniae to porcine respiratory tract cells and mucus (4, 5, 18,
31). Using isogenic mutants, we now provide additional evidence that LPS is

an adhesin of A. pleuropneumoniae as well as an important virulence factor.

Following mini-Tn/0 mutagenesis, 7 rough mutants that did not express
high-molecular-mass LPS bands and did not react with the monoclonal
antibody against A. pleuropneumoniae serotype 1 O-antigen were identified.
One mutant showing an additional band in the core-lipid A region was also
identified. This additional band did not react with the serum from pig
experimentally infected with the serotype 1 reference strain of A.
pleuropneumoniae. These results suggest that the additional band is an
incomplete core, which is compatible with a faster migration on Tricine SDS-

PAGE gels and absence of the epitopes recognized by the pig antiserum.

The majority of LPS mutants were less virulent than the parent strain, as
assessed in experimental infections of mice, demonstrating that LPS is
important in the virulence of 4. pleuropneumoniae. Similar results have been
reported with mutants of Sa/monella and Pseudomonas defective in LPS
biosynthesis (12, 25, 42).

In order to get further insight in the role of LPS in virulence of 4.
pleuropneumoniae, we have examined serum resistance properties of the LPS
mutants and compared them to the parent strain. Although well encapsulated,
all LPS mutants were sensitive or partially sensitive to normal pig serum but

not the parent strain, suggesting that the LPS may protect the cells from serum-
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mediated killing by sterically preventing access of the complement to the outer

membrane, as reported for other gram-negative bacteria (8, 15, 35).

We have shown that LPS are the major adhesin of A. pleuropneumoniae
involved in adherence to porcine respiratory tract cells (4, 5, 18). More
recently, we demonstrated that the active component of LPS was not lipid A
but the polysaccharides (31). The adherence of A. pleuropneumoniae parent
strain 4074 Nal® and of the LPS mutants was then evaluated. The mutants with
rough LPS lacking O-antigen adhered similarly or even in greater numbers than
the parent strain suggesting that the presence of O-antigen might even mask
important core residues. For mutant deficient in core-lipid A biosynthesis, the
average number of adherent bacterial cells was significantly decreased. These
observations confirm the role of 4. pleuropneumoniae LPS in adherence.
Moreover the results specify that the O-antigen is not essential for adherence,
while an intact core-lipid A region seems to be required for adherence to
porcine respiratory tract cells. Interestingly, similar results with LPS-core
mutant of Neisseria gonorrhoeae have been reported (41). In this study, it was
shown that a mutation in rfaF’ (waaF), which blocked LPS-core biosynthesis,
adhered poorly to Chang epithelial cells in contrast to the parent strain which
showed strong adhesion. In addition, one LPS-core mutant of Pseudomonas
aeruginosa (PAO-pmm) showed a reduced ability to adhere to primary cultures
of human respiratory epithelial cells derived from nasal polyps, to transformed
tracheal epithelial cells, or to mouse L4 adenoma cells compared with the
parent strain (42). This mutant, an 4/gC mutant, lacked the
phosphomannomutase gene, resulting in a defective LPS core, lack of O-
antigen and inability to synthesize alginate. The core-lipid A region of this
algC mutant showed, on SDS-PAGE, faster migration that the parent strain (6,
42). Pier et al. (33), using purified LPS from another a/gC mutant of P.
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aeruginosa (PAC 1R algC :: tet), showed that the complete LPS outer core is
an important bacterial ligand involved in the ingestion by airway epithelial
cells expressing wild-type CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator).

Because the LPS mutant #5.1 with a modified core-lipid A region
showed a decreased adherence to porcine tracheal cells, it was further
characterized. Nucleotide sequence analysis of LPS mutant #5.1 indicated that
the transposon insertion was located within or downstream the promoter region
of the galU gene, the structural gene for UTP-glucose-1-phosphate
uridylyltransferase (46), thus affecting transcription of galU. This enzyme is
involved in the synthesis of UDP-glucose. Our phenotypic analyses showed
that the A. pleuropneumoniae LPS-core mutant #5.1 produced a core-lipid A
region that migrated with the same mobility as the parent strain and exhibited
an additional band with a faster migration. We interprete this faster migration
material as truncated core-lipid A, due to the mutation in ga/U. Similary results
were found with galU mutants in Shigella flexneri and H. Influenzae (16, 39).
The reason why LPS mutant #5.1 also synthetized to some extent full sized
core-lipid A can be explained by either that the Tn/0 insertion only partially
inhibited transcription of galU or by a potential bypass pathway for
biosynthesis of UDP-glucose (24). Therefore, the additional band may
represent truncated core-lipid A molecules, while the upper band may be
composed of the complete core-lipid A region linked to one O-antigen
repeating unit although it was not recognized by monoclonal antibody 5.1
G8F10. Is has been observed previously with P. aeruginosa that monoclonal
antibodies specific for O-antigen do not necessarily recognize core with one O-

antigen unit attached (22). The presence of truncated as well as complete core-
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lipid A molecules could explain the partial reduction (38 %) of adherence of
the LPS mutant #5.1.

Finally, 4. pleuropneumoniae galU mutant #5.1 was markedly less
virulent in pigs than the parent strain. Interestingly, the H. influenzae galU
mutants were 100-1000 fold less virulent than their parent strain (16). The S.

flexneri galU mutant also were less virulent than their parent strain (39).

In summary, our results indicate that one A. pleuropneumoniae LPS
mutant, the galU mutant #5.1, adhered significantly less than the parent strain
while rough mutants adhered similarly or in greater numbers than the parent
strain. In addition, the LPS mutants were less virulent in mice and more
sensitive to the bactericidal activity of pig serum than the parent strain. Taken
together our observations confirm the idea that LPS is an important virulence
factor of A. pleuropneumoniae and play a role in adherence of A
pleuropneumoniae to porcine respiratory tract cells. Our data also suggest that
although the presence of O-antigens does not appear to be essential, an intact
core-lipid A region is required for adherence of A. pleuropneumoniae to
porcine respiratory tract cells. In the view of the large diversity of RTX toxins
in A. pleuropneumoniae (13) and their suggested interaction with LPS (7), one
can speculate that virulence of LPS in A. pleuropneumoniae is multifactoral
involving adherence, serum resistance and toxicity in synergy with other

toxins.
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Table 2. Virulence in pigs of 4. pleuropneumoniae serotype 1 parent strain 4074 Nal'

and LPS mutant #5.1

Strain Number Mortality (%) Fever (%) Dyspnea (%) Pigs with lung
of pigs (n) lesions (%)”
Parent strain 4 75 100 75 100
LPS mutant #5.1 6 0 83 66 50
“T > 40°C.

*The more extensive lesions being present in pigs infected with the parent strain.

Microscopic examination of the pulmonary lesions revealed changes compatible with

porcine pleuropneumonia.
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FIG. 1. Silver-stained SDS-PAGE profiles of whole-cell, proteinase K-treated
preparations of A. pleuropneumoniae parent strain (4074 Nal) and LPS
mutants. Lane 1, parent strain; lane 2, mutant #1.1; lane 3, mutant #15.1; lane
4, mutant #24.1; lane 5, mutant #27.1; lane 6, mutant #36.1; lane 7, mutant
#44.1; lane 8, mutant #51.1; lane 9, mutant #5.1. Molecular mass markers (in
kilodaltons) are indicated on the left. Arrow indicates the high-molecular-mass
LPS absent in lanes 2 to 8.
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FIG. 2. Immunoblot of whole-cell, proteinase K-treated preparations of A.
pleuropneumoniae parent strain (4074 Nal") and LPS mutants. The immunoblot
was probed with a monoclonal antibody against A. pleuropneumoniae serotype
1 O-antigen. Lane 1, parent strain; lane 2, mutant #1.1; lane 3, mutant #15.1;
lane 4, mutant #24.1; lane 5, mutant #27.1; lane 6, mutant #36.1; lane 7,
mutant #44.1; lane 8, mutant #51.1; lane 9, mutant #5.1. Molecular mass
markers (in kilodaltons) are indicated on the left. Note the absence of reactivity

of the antibody in lanes 2 to 8.
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FIG. 3. Silver-stained Tricine-SDS-PAGE profiles (A) and immunoblot (B) of
whole-cell, proteinase K-treated preparations of A. pleuropneumoniae parent
strain 4074 Nal' (lane 1) and LPS mutant #5.1 (lane 2). The immunoblot was
probed with an antiserum obtained from a pig experimentally infected with the
serotype 1 reference strain of A. pleuropneumoniae. Molecular mass markers
(in kilodaltons) are indicated on the left. Arrow indicates the core-lipid A

region.
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FIG. 4. Amplification of the mini-Tn/0 transposon in all LPS mutants using
standard PCR. Lane 1, mutant #1.1; lane 2, mutant #5.1; lane 3, mutant #15.1;
lane 4, mutant #24.1; lane 5, mutant #27.1; lane 6, mutant #36.1; lane 7,
mutant #44.1; lane 8, mutant #51.1; lane 9, parent strain 4074 Nal'; lane 10,
plasmid pLOF/Km. Molecular size standards (in kilobases) are indicated on the
left. Arrow indicates the expected 836 bp amplification product.
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2.027

0.564

FIG. §5. Random insertion of the Tn/0 element in the A. pleuropneumoniae
LPS mutants as determined by Southern blot analysis. Lane 1, mutant #1.1;
lane 2, mutant #5.1; lane 3, mutant #15.1; lane 4, mutant #24.1; lane 5, mutant
#27.1; lane 6, mutant #36.1; lane 7, mutant #44.1; lane 8, mutant #51.1; lane 9,
parent strain 4074 Nal'; lane 10, plasmid pLOF/Km. Molecular size standards

(in kilobases) are indicated on the left.
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RBS galu=>
CCAAAATCATTAGGGGATTCAT CAI’_#TGCTATGCACCTTGTAAGGATTAT GTAATGAAAGTAATTATTCCGGTAGC

GGGTTTAGGTACGCGAATGCTTCCTGCAACAAANGCGAT TCCAARAGAARTGCTGACGATTGCGGATARACCGCT
TATTCAATATATCGTGARCGAATGTGTAGCGGCTGGTATTARAGAGATCGTATTAGTGACTCATTCTTCAAARAR
TGCTATCGAARACCATTTTGATACGTCTTTTGAACTTGAAARCTATGTTGGARAAACGTGTTARACGCCAATTATT
AGAAGAAGTGCGCTCAATTGTGCCAARAGACGTTACAT TAATGCATGTACGTCAAGGTCAAGCTAAAGGTTTAGG
TCATGCGGTATTATGCGGTAGAGCT GTAGTCGGTAACGARACCTTTTGCAGTCGTATTACCGGATGTAATTTTAGC
CGATTTTACTGCGAATCAAAAAACGGAARACCTTGCGGCGATGATTARACGTTTCAARCGAAACACARCATAGCCA
AATTATGGTTGCACCGGTACCGAGAGRAGATGTCAGCAGCTATGGCGTAGCGGAT TGTGACGGTGTTGARATTCC
GGCAGGTGARACTGCAAAAATCGTGARAATGGTTGAARAARCCGAGTGTAGARGAAGCACCTTCTAATTTAGCGGT
TGTCGGTCGTTACGTATTCTCCGCAGGTATTTGGGATTTATTAGAGARRACACCGGTTGGTGTAGGCGATGAGAT
CCAATTAACCGATGCTATTGATATGTTAATTGAGCAAGARACGGTAGAAGCATTTCATATGACAGGTCGTACTTT
CGACTGCGGCGATARATTAGGTTATATGCAGGCATTTACCGAATATAGTTTACGTCATGATAAGTTCGGCARTAA
CTTTAAAGAATTTATTAAAAAATTAGCTAAAACGTTATAACCAAGAATAACTAAGGACGSAATTAECGTCCTTAT

7 by

ATTTTAGATAGTTTTTCTTCCAACTCTTCARTAGCCTTTTGGCATTTCATCTTACGATATTCGGTTTCTTCAACT

TGCTGTTGCCACATTATTTTTTCGTTCTCATTAGCAGCATAGCTTTTTTCTAATAACCARCTAATTTTTTCATTT
AATGCCCTTAATGCCTTACGATATTCATTTAATCGACGGGCAGGGEGGAGGGCGTGAATETTTTTTGGGRATGARA
ARAGACGTAGTAARATACTTCTCTAGCAGATAAATCCGCTTTTTCAAGCATAAAAACGGCATGATTTAACGCATCA
AACTGGCGAAGAAGTTTGGTGGCATAGAAATCGGCGTAATCTTCCGT TGTTTGT TGAGAARGCAACTGTGCCGTG
TGTATTATCTCTTGTATAAAATCACTCACTTTTTTCTGAT TT TGCGAARRGAGATTTCCTTTCACGATAACTTCT
TGCTCTARAARAGGAGAAAATACCGTTAATTTTTGTTGAATAACT TGAAGGAAGT CTGAAAACATAGTTAATTAC
ATTGTGTTTTTCTATATTATAGAATGGTTCGGAACAATTGTAATGCGTTATTTATGTTT;:;ﬁxg;CAACTAAAA
ATTTACTTTTTTCCGGARATGTGATTTCAGTCACAAAAAAATGCTTTATGGGAARAAGTTAATAAATATCARGAA
TTTAAGATAAAGTCATTATAATTCAATATGTTACGAATTACCTAARAAATGGAGTATATAACCATTTTTTARACGT

TTATTGTTTTTTTARATCARAAAACAATGTAACCATTTGTTTTTATTATTGTTTTTGGTTTATT TCAAAGAGAGA

GTTTACCTATTGACATAGATAARATGATTTTGCCATTATTCACTCGCARTCAGCATTTACTTAAACTTCCATAAGT

110

FIG. 6. Nucleotide sequence of the region containing the A. pleuropneumoniae galll

(bp 53 to 937) and ORF2 (bp 975 to 1490) genes. The sequence was determined from

LPS mutant #5.1. The end of the mini-Tn/0 is boxed and the start codons are

underlined. The Shine-Delgarno sequence (RBS) for gal/U is underlined and the

putative stop codons shown in bold type. The arrows indicate the putative termination

sequence.
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La premiére étape dans la pathogenese de plusicurs bactéries
responsables d’infections pulmonaires est probablement 1’établissement du
micro-organisme au niveau des voies respiratoires supérieures. L’adhérence est
une interaction complexe entre le micro-organisme pathogene et la cellule cible
et permet A cette bactérie, une fois en contact avec le tissu animal, de se
reproduire et d’exercer ses effets pathogéniques sur I’hdte par 1’élaboration de
différentes molécules toxiques (Cundell et Tuomanen, 1995). La pathogénie de
la pleuropneumonie porcine n’est pas bien comprise, cependant notre
laboratoire a démontré que le lipopolysaccharide (LPS) était impliqué dans
’adhérence d’A. pleuropneumoniae aux cellules du tractus respiratoire porcin

(Bélanger et coll., 1990; Jacques, 1996; Paradis et coll., 1994).

Mon projet de doctorat consistait & étudier le role du LPS dans la
virulence et 1’adhérence d’A. pleuropneumoniae aux cellules des voies
respiratoires du porc. Pour atteindre ces principaux objectifs, nous avons eu
recours & deux approches différentes. Premiérement, nous avons immunisé des
souris (modéle animal) et des porcs (hote naturel) avec les adhésines
lipopolysaccharidiques d’A. pleuropneumoniae afin d’évaluer le role protecteur
de cette molécule lorsqu’utilisée seule. Deuxiément, I’obtention de mutants au
niveau de la biosynthése des LPS devrait permettre de confirmer leur réle dans
la pathogénie et d’identifier la région de cette molécule complexe responsable
de I’adhérence d’A4. pleuropneumoniae aux cellules des voies respiratoires du

porc.

La vaccination de I’animal avec une bactérie tuée (ou bactérine) produit
peu ou pas d’anticorps dirigés contre le LPS d’A4. pleuropneumoniae. Pourtant,
les porcs ayant survécus a la maladie possédent un trés haut titre d’anticorps

dirigés contre cette molécule (Fenwick et Osburn, 1986). De plus, une étude de
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protection avec une préparation de la membrane externe démontre qu’une
protection accrue est obtenue lorsque les porcs sont immunisés avec une
préparation ou les protéines ont été digérées a 1’aide de la protéinase K (Chiang
et coll,, 1991). Ces informations suggérent donc que la protection partielle
induite par les vaccins commerciaux pourrait étre due a I’absence d’un haut

titre d’anticorps dirigés contre le LPS.

Paradis et coll. (1994) ont observé que la partie lipidique du LPS n’était
pas responsable de I’adhérence d’A. pleuropneumoniae mais, qu’au contraire,
la partie polysaccharidique était responsable de son adhérence aux cellules des
voies respiratoires du porc. Cette observation suggérait que I’immunisation des
animaux avec une préparation vaccinale contenant la partie polysaccharidique
du LPS pourrait résulter en une protection importante de 1’animal sans pour
autant que celui-ci soit confronté a la toxicité associée au lipide A (Fenwick et
Osburn, 1986; Fenwick et coll., 1986b; Udeze et coll., 1987). Cela suggérait
également que les mutants désirés devraient étre altérés au niveau des

polysaccharides du LPS.

Les polysaccharides obtenus aprés I’hydrolyse acide des LPS, étant des
antigénes T-indépendants (Dick et Beurret, 1989), ont été couplés
chimiquement & une protéine fortement immunogeéne, ’albumine bovine
sérique (ABS). Le conjugué O-polysaccharide-ABS est un antigéne T-
dépendant qui devrait permettre une réponse humorale et cellulaire dingée
contre les polysaccharides. Ce type de conjugué, c’est-a-dire des
polysaccharides couplés a une protéine, a déja été utilisé dans des vaccins
contre d’autres bactéries pathogénes, soit Escherichia coli (Konadu et coll.,
1994), Haemophilus influenzae (Gu et coll., 1996), Shigella dysenteriae (Chu
et coll., 1991) et Vibrio cholerae (Gupta et coll., 1992).
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En plus d’évaluer I’effet protecteur du conjugué O-polysaccharide-ABS,
nous voulions comparer différentes préparations de LPS et de ses composantes
qui pourraient résulter en une protection. Ainsi, nous avons immunisé¢ des
souris avec les préparations suivantes: le LPS complet (antigtne O-noyau
oligosaccharidique-lipide A), le LPS détoxiqué (antigéne O-noyau
oligosaccharidique), le LPS de faible poids moléculaire (noyau
oligosacchridique-lipide A) et le conjugué O-polysaccharide-ABS. Pour
permettre une meilleure réponse immunitaire, nous avons mélangé ces
différentes préparations vaccinales 4 un adjuvant (I’hydroxyde d’aluminium ou
le Quil A). Nous avons observé une bonne protection avec le conjugué O-
polysaccharide-ABS mélangé au Quil A. Cependant, comme la protection
obtenue n’était pas optimale, nous avons répété certaines immunisations qui
nous ont permis de déterminer si la protection homologue (sérotype 1) ou
hétérologue (sérotype 5) pouvait étre augmentée par 1’addition de différents
adjuvants. Les adjuvants choisis appartenaient aux différentes classes connues,
les adjuvants ‘huileux’ [incomplet de Freund, huile végétale (huile d’arachide),
une émulsion eau-huile (E/H), les systémes RIBI et TiterMax], les composés
minéraux (I’hydroxyde d’aluminium) et les saponines, c’est-a-dire le Quil A.
Ces adjuvants devraient permettre de stimuler la réponse humorale et/ou
cellulaire chez I’animal. Par exemple, 1’adjuvant incomplet de Freund permet
de stimuler la réponse humorale; le Quil A, le systéme RIBI et ’hydroxyde
d’aluminium stimulent les deux types de réponses immunitaires, tandis que le
systtme TiterMax permet de stimuler la formation d’anticorps IgG2a et
IgG2b(Edelman, 1980; Johnson, 1994). Nos résultats indiquent que plusieurs
préparations de LPS, particuliérement le conjugué O-polysaccharide-ABS
mélangé¢ au Quil A et le LPS détoxiqué mélangé a I’émulsion eau-huile

pouvaient induire une bonne protection homologue chez la souris.



115

Malheureusement, aucune des différentes préparations testées n’a
induite une protection hétérologue, c’est-a-dire une protection contre la souche
de sérotype 5. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que les sérotypes 1 et 5
possédent un antigéne O de composition et de structure différentes (Perry et
coll., 1990). Ce résultat peut également s’expliquer par le fait que les sérotypes
1 et 5 ne possédent pas le méme type de noyau oligosaccharidique comme
démontré récemment par notre équipe (annexe # 1, p. XX). De fait, nous avons
démontré que les souches représentant les 12 sérotypes d’A. pleuropneumoniae
pouvaient étre divisées en deux groupes selon la mobilité sur gel de
polyacrylamide de la région noyau oligosaccharidique-lipide A de leurs LPS.
Le sérotype 1 appartient au premier type électrophorétique (type I) migrant
plus lentement que le LPS de Salmonella typhimurium Ra, tandis que le
sérotype 5 appartient au second type électrophorétique (type 1I) qui a une
migration similaire au LPS de S. typhimurium Ra. De plus, ces deux types
électrophorétiques sont antigéniquement différents. Il est donc possible que les
préparations vaccinales testés puissent induire une certaine protection
hétérologue contre un sérotype ayant un méme type de mnoyau

oligosaccharidique-lipide A que le sérotype 1.

Par la suite nous voulions vérifier si les combinaisons ‘antigeéne-
adjuvant’ qui semblaient les plus prometteuses chez la souris, c’est-a-dire le
LPS détoxiqué utilis¢é avec [’adjuvant eau-huile et le conjugué O-
polysaccharide-ABS mélangé au Quil A, pouvaient aussi induire une protection
homologue chez le porc. Des groupes de porcs SPF ont donc été vaccinés avec
ces préparations. Suite a l’infection avec une souche wvirulente d’A.
pleuropneumoniae sérotype 1, nous avons suivi et comparé, entre autres, la
mortalité, la présence et I’étendue des lésions pulmonaires entre les groupes.

Nous avons observé que toutes les préparations testées, incluant le vaccin
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commercial, n’empéchaient pas les animaux d’étre porteurs du micro-
organisme; chez la majorité des porcs la souche d’A. pleuropneumoniae
utilisée pour le challenge a été réisolée au niveau des amygdales. Nous avons
également observé que la préparation contenant le LPS détoxiqué induit une
bonne protection, similaire a celle obtenue avec une préparation commerciale.
Cependant, le conjugué O-polysaccharide-ABS qui protégeait les souris, ne
protége aucunement les porcs. Nos résultats indiquent donc qu’il n’y a pas de
concordance entre 1’efficacité vaccinale déterminée chez la souris et le porc,
suggérant que la souris n’est peut-éire pas un modele approprié¢ pour évaluer
’efficacité d’un vaccin contre la pleuropneumonie porcine. Cela suggére,
jusqu'a la découverte d’un nouveau modéle animal, que le porc devrait étre le
seul animal utilis¢é pour des ¢études d’immunoprotection contre A.
pleuropneumonide. Le fait que 1’injection d’une seule molécule (le LPS)
semble aussi efficace que la bactérie entiére, confirme notre hypothese
concernant le role important joué par les LPS dans la pathogénie et la

protection contre les infections causées par A. pleuropneumoniae.

Les résultats obtenus chez la souris nous indiquent que les anticorps
dirigés contre les LPS ne sont pas un bon indicateur de protection, ce qui
suggére que la protection observée pourraient étre reliée a la réponse cellulaire.
La réponse cellulaire devrait donc étre évaluée lors d’études ultérieures de
protection, ce qui permettrait de mieux comprendre le mécanisme de

protection.

Des travaux futurs ou des doses plus grandes de sucres seraient utilisées
devraient permettre d’améliorer 1’efficacité du vaccin chez le porc. Dans cette
étude, une dose de 200 pg a été utilisée chez le porc. De plus, I’essai

d’immunoprotection avec le LPS détoxiqué mélangé a d’autres adjuvants ou a
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un mélange de ceux-ci pourrait aussi résulter en une meilleure protection. Etant
donné que nous avons démontré que le noyau oligosaccharidique est impliqué
dans 1’adhérence d&’A. pleuropneumoniae (article # 4, p. 75), un conjugué
pourrait étre fait plus spécifiquement a partir du noyau oligosaccharidique au
lieu des longues chaines d’antigéne O composant le LPS. D’autant plus que
nous avons démontré que ’antigéne O n’est pas impliqué dans 1’adhérence
[articles #3 (p. 68) et #4 (p. 75)]. Ce type de conjugué pourrait peut-€tre
protéger 1’animal contre une infection d'A. pleuropneumoniae. En plus,
I’immunisation avec un mélange de deux conjugués LPS ou les deux types de
noyau oligosaccharidique seraient représentés pourrait résulter en une
protection hétérologue. L’un des conjugués pourrait contenir le LPS du
sérotype 1 et ’autre le LPS du sérotype 5. Finalement, au lieu de conjuguer les
sucres a I’albumine bovine sérique, ils pourraient étre conjugués a 1’'une des
toxines Apx ou a d’autres facteurs de virulence importants d’A.

pleuropneumoniae.

Le deuxiéme objectif de ce projet était d’obtenir des mutants d’A.
pleuropneumoniae au niveau de la biosynthése des LPS afin de confirmer leur
role dans la pathogénie et d’identifier la région du LPS responsable de
I’adhérence d’A. pleuropneumoniae. Dans un premier temps, nous avons
obtenu des mutants spontanés de la souche de référence d’A.
pleuropneumoniae sérotype 1. Les deux mutants obtenus possédaient, tel
qu’observé sur gels de polyacrylamide, des LPS montrant un profil
électrophorétique rugueux, c’est-a-dire des LPS qui ne possédent pas
d’antigéne O. De plus, un des mutants possédait un noyau oligosaccharidique
qui migrait plus rapidement que celui de la souche mere. La caractéristique de
ces mutants qui nous intéressait plus particuliérement était leur adhérence aux

cellules de trachée de porc. Nos résultats indiquent que le mutant ayant la
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région noyau oligosaccharidique-lipide A du LPS avec une mobilité identique a
celle de 1a souche mére adhérait moins, tandis que I’autre adhérait de la méme
fagon que la souche mere. Ce résultat suggére que 1’antigéne O n’est pas
impliqué dans I’adhérence puisque ces mutants spontanés dont le LPS est
rugueux adhérent différemment. Etant donné que ces mutants ne pouvaient pas
étre caractérisés génétiquement et qu’une mutation dans un autre facteur de
virulence ne pouvait étre excluse, nous avons obtenu des mutants isogéniques
grace 4 un systétme de mutagénése par transposition. Huit souches d’A.
pleuropneumoniae mutées au niveau de la biosynthese des LPS ont été
obtenues. Sept de ces souches étaient mutées au niveau de la biosynthése de
I’antigéne O, tandis qu’une seule était mutée au niveau du noyau
oligosaccharidique. Ces mutants ont permis de confirmer les résultats obtenus
avec les mutants spontanés, ¢’est-a-dire que les mutants rugueux adhéraient de
fagon similaire ou en plus grand nombre que la souche mere, tandis que le
mutant ayant une bande additionelle dans la région du noyau
oligosaccharidique-lipide A adhérait significativement moins que la souche
mere. Globalement, nos résultats indiquent que I’antigéne O ne semble pas
responsable de ’adhérence tandis que le noyau oligosaccharidique-lipide A
semble étre la partie impliquée dans I’adhérence d’A. pleuropneumoniae aux
cellules du tractus respiratoire porcin. De plus, I’augmentation de 1’adhérence
des mutants possédant des LPS rugueux peut étre due a une meilleure
exposition de I’adhésine, c¢’est-a-dire le noyau oligosaccharidiques, a la surface
bactérienne. Etant donné que nous savons que le noyau oligosaccharidique est
responsable de I’adhérence d’4. Pleuropneumoniae (article #4, p. 75), un essai
de protection passive utilisant des anticorps dirigés contre cette région pourrait

étre élaboré.
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Par la suite, nous voulions démontrer si, comme des mutants LPS de
Salmonella et Pseudomonas (Finlay et coll., 1988; Miller et coll., 1989, Tang
et coll., 1996), nos mutants isogéniques et spontanés étaient moins virulents
chez la souris. Les résultats obtenus indiquent que les mutants LPS étaient
beaucoup moins virulents, confirmant que le LPS est un facteur de virulence
important d’4. pleuropneumoniae. En plus, le mutant au niveau du noyau
oligosaccharidique était beaucoup moins virulent chez le porc, cependant des
études ultérieures permettant de déterminer la virulence des autres mutants

chez le porc devront étre faites.

Le LPS a aussi été associé a la résistance au sérum chez différentes
bactéries Gram-négatif (Dasgueta et coll., 1994; Hong et coll., 1997, Porat et
coll, 1992). Par conséquent, nous voulions déterminer si le LPS d’A.
pleuropneumoniae pouvait étre impliqué dans la résistance a 1’activité
bactéricide du sérum (Ward et Inzana, 1994). Apres avoir incubé nos mutants
avec du sérum normal de porc, nous avons observé que tous les mutants LPS
testés étaient devenus sensibles ou partiellement sensibles au sérum
comparativement a la souche mére. Ceci nous indiquait que le LPS était
impliqué dans la résistance au sérum d’A. pleuropneumoniae, probablement en

empéchant I’accés du complément a 1a membrane externe.

Etant donné que le mutant possédant une bande additionnelle dans la
région du noyau oligosaccharidique-lipide A (mutant #5.1) adhérait moins que
la souche mére, nous avons voulu identifier le géne qui était affecté suite a
I’insertion du transposon. Aprés analyse de la séquence nucléotidique et de la
séquence des acides aminés, nous avons déduit que le transposon était inséré
dans la région promotrice du géne galU, le gene structural de I’'UTP-glucose-1-
phosphate uridylyltransférase. Ce géne est impliqué dans la biosynthése de
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PPUDP-glucose qui est utilisé lors de la synthése du noyau oligosaccharidique
externe chez d’autres bactéries (Hood et coll., 1996; Sandlin et coll., 1995). Ce
qui suggére que notre mutant #5.1 soit aussi altéré au niveau du noyau
oligosaccharidique externe. A mnotre connaissance, c’est le premier gene
impliqué dans la biosynthése des LPS d’A. pleuropneumoniae a €tre identifié.
De plus, il serait intéressant de doser cette enzyme, c’est-a-dire I"'UTP-glucose-
1-phosphate uridylyltransférase, par une méthode biochimique basée sur le
dosage du I’'UDP-glucose marqué, qui a été produit a partir de ’'UTP et du
glucose-1-phosphate marqué au carbone 14 (Weissborn et coll., 1994). Nous
pourrions ainsi comparer la quantité chez notre mutant par rapport a celle

présente chez la souche mére.

La bande supérieure observée en gel de polyacrylamide chez ce mutant
peut étre le résultat des différentes voies utilisées par le micro-organisme pour
obtenir 'UDP-glucose. Ce qui nous permet de proposer que la bande
supérieure représente un noyau oligosaccharidique-lipide A complet tandis que
la bande additionelle représente un noyau oligosaccharidique-lipide A altéré.
Etant donné que nous possédons la séquence nucléotidique du géne galU d’A.
pleuropneumoniae, nous pourrions le cloner, le inactiver a l'aide d’un
transposon, puis introduire le géne inactivé dans ’ADN génomique de la
souche meére par un échange allélique afin d’observer sur gel de
polyacrylamide le phénotype de la souche mére mutante. Cela nous permettrait
de déterminer si I’insertion du transposon dans la région promotrice du mutant

#5.1 était responsable du phénotype observé.

L’obtention de mutants additionnels d’4. pleuropneumoniae altérés plus
spécifiquement au niveau de genes impliqués dans la synthése du noyau

oligosaccharidique devrait permettre de confirmer que le noyau externe est
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impliqué dans D’adhérence et, aussi, de déterminer quels sucres sont
spécifiquement impliqués dans [P’adhérence. De plus, un test de
complémentation de la souche mutée au niveau du noyau oligosaccharidique
avec le géne galU sauvage devrait confirmer que le géne galU est bien celui
dans lequel est inséré le transposon. Un test d’inhibition sur coupes congelées
utilisant des anticorps dirigés contre le noyau oligosaccharidique d’A.
pleuropneumoniae devrait également permettre de confirmer que le noyau
oligosaccharidique est responsable de I’adhérence d’A. pleuropneumoniae. Des
tests d’adhérence utilisant également des coupes congélées pourraient étre fait
en utilisant du tissu pulmonaire, ce qui nous permettrait de déterminer que le
noyau oligosaccharidique est responsable de 1’adhérence d’4.
pleuropneumoniae aux poumons. Les mutants possédant des LPS rugueux
devront étre caractérisés afin d’identifiés les genes impliqués. Ces mutants
permettront une meilleure connaissance de la biosynthése des LPS chez A.

pleuropneumoniae.



V. CONCLUSION
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Ce travail apporte de nouvelles connaissances sur le role important joue
par les LPS dans la pathogénie et la protection contre les infections causées par
A.  pleuropneumoniae. Ainsi, 1'immunisation avec le conjugué O-
polysaccharide-ABS mélangé avec le Quil A ou le LPS détoxiqué mélange a
une émulsion eauw/huile ont induit une protection homologue chez la souris.
Chez le porc, seulement le LPS détoxiqué mélangé également a une émulsion
eaw/huile a permis une telle protection. Etant donné que 1’injection d’une seule
molécule (Ie LPS détoxiqué) semble aussi efficace que la bactérie entiére, ceci
confirme notre hypothese concernant le réle important joué par les LPS dans la
pathogénie et la protection contre les infections causées par A.

pleuropneumoniae.

Enfin, les mutants obtenus nous ont permis de déterminer que le LPS est
impliqué dans la virulence et la résistance a 1’activité bactéricide du sérum. De
plus, nous avons démontré que la région du noyau oligosaccharidique-lipide A
semble étre responsable de I’adhérence d’A. pleuropneumoniae aux cellules du
tractus respiratoire porcin, tandis que ’antigéne O ne serait pas impliqué dans
cette adhérence. Ce projet a permis également d'identifier, chez I'un des
mutants 1sogéniques, le géne galU impliqué dans la biosynthése des LPS chez
d'autres bactéries Gram-négatif. Les résultats du présent travail démontrent
clatrement que le LPS est un facteur de virulence important d’A.
pleuropneumoniae et confirme que celui-ci est impliqué dans I’adhérence aux

cellules des voies respiratoires de I’hote.
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Identification of two core types in
lipopolysaccharides of Actinobacillus
pleuropneumoniae representing serotypes
1to12

Mario Jacques, Stéphane Rioux, Sonia-Elaine Paradis, Caroline Bégin,
and Marcelo Gottschalk

Abstract: Lipopolysaccharides (LPS) of Actinobacillus pleuropneumoniae were separated by Tricine—SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis, which has been shown to improve resolution of low-molecular-mass fast migrating bands. Strains
representing the 12 serotypes of A. pleuropneumoniae can be divided in two groups according to the gel mobility of the
core — lipid A region of their LPS. The first electromorphic core type (core type 1), found in serotypes 1,6, 9,and 11, had a
migration slower than Salmonella ryphimuriun Ra LPS. The second electromorphic core type (core type II), found in the
remaining serotypes (i.e.. 2,3,4,5,7,8,10,and 12) had a migration similar to S. rvphimurium Ra LPS. Furthermore, we
observed that these two core types were antigenicaily different. Western blot analyses indicated that core - lipid A region of
LPS from electromorphic core type I strains reacted when probed with serum from a pig experimentally infected with a core
type I strain but not when probed with serum from a pig experimentally infected with a core type Il strain. Conversely,

core - lipid A region of LPS from electromorphic core type I strains reacted only when probed with serum from a pig
experimentally infected with a core type 11 strain. Our results, based on both electrophoretic mobility and antigenicity,
suggest the presence of two LPS core types in A. pleuropneumoniae.

Key words: Actinobacillus pleuropneunioniae, lipopolysaccharides, core.

Résumé : Les lipopolysaccharides (LPS) d'Actinobacillus pleuropneumoniae ont éié séparés par Electrophorese sur gel de
polyacrylamide en présence de Tricine et de SDS, une méthode qui permet une meilleure résolution des molécules de faible
masse moléculaire. Les souches représentant les 12 sérotypes d’A. pleuropneumoniae peuvent étre divisées en deux groupes
selon la mobilité sur gel de la région noyau oligosaccharidique — lipide A de leurs LPS. Le premier type électrophorétique
(type 1) migre plus lentement que le LPS de Salmonella ryphimurium Ra et est retrouvé chez les sérotypes 1. 6,9et11.Le
second type électrophorétique (type IT) a une migration similaire au LPS de S. rvphimurium Ra et est retrouvé chez les autres
sérotypes. De plus, nous avons observé que ces deux types électrophorétiques étaient aussi antigéniquement différents. Des
analyses par immunobuvardage ont montré que la région noyau oligosaccharidique — lipide A des LPS du type réagissait
avec un antisérum provenant d un pore infecté expérimentallement avec une souche du type I mais ne réagissait pas avec un
antisérum provenant d'un porc infecté expérimentallement avec une souche du type II. De la méme maniére, la région noyau
oligosaccharidigue - lipide A des LPS du type II réagissail uniquement avec un antisérum provenant d’un porc infecté
expérimentallement avec une souche du type 11. Nos résultats, basés sur la mobilité électrophorétique et I'antigénicité,
suggérent la présence de deux types de noyau oligosaccharidique chez les LPS d’A. pleuropneumoniae.

Mots clés : Actinobacillus pleuropneumoniae, lipopolysaccharides, noyau oli gosaccharidique.

Actinobacillus pleuropneumoniae is the causative agent of
porcine pleuropneumonia (Nicolet 1992), a disease found
worldwide that causes tremendous economic loss to the swine
industry. Twelve serotypes of A. pleuropneumoniae based on
capsular antigens have been recognized (Nielsen 1986b), with
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serotype 5 divided into 5a and 5b (Nielsen 1986a). The chemi-
cal structures of the capsular polysaccharides, as well as the
O-polysaccharides, of the 12 serotypes of A. plewropneumno-
niae have been determined (Perry et al. 1990).

Lipopolysaccharides (LPS) are among the important viru-
lence faciors of A. pleuropneumoniae. We previously demon-
strated that high-molecular-mass LPS were the major adhesin
of A. pleuropneumoniae involved in adherence to porcine res-
piratory tract cells (Bélanger et al. 1990; Paradis et al. 1994).
More recently, we observed that A. pleuropneumoniae LPS
were binding pig hemoglobin and that the core - lipid A region
was involved (Bélanger et al. 1995). The purpose of the present
study was to characterize, using gel electrophoresis and West-
emn blotting, the core ~ lipid A region of A. pleuropneumoniae
LPS representing the 12 serotypes.
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Fig. 1. Silver-stained Tricine—-SDS—PAGE profiles of whole-cell, proteinase-K-treated preparations of
A. pleuropneumoniae reference strains representing serotypes 1 (lane 2; representative of core type I),
2 (lane 3; representative of core type I1), 3 (lane 4), 4 (lane 5), 5a (lane 6), 5b (lane 7), 6 (lane 8),

7 (lane 9), 8 (lane 10), 9 (lane 11), 10 (lane 12), 11 (lane 13), and 12 (lane 14). For comparison,

LPS (2 pg) from S. typhimurium TV119 (lane 1; Ra mutant) and S. ryphimurium SL1181

(lane 15; Re mutant) are shown.
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Reference strains representing serotypes 1-12 of A. pleuropneu-
moniae were grown on PPLO agar base (Difco Laboratories,
Detroit, Mich.) plates supplemented with 10% yeast extract,
0.1% dextrose, and 5% horse serum, at 37°C in a 5% CO, atmo-
sphere for 18—24 h. We used Tricine—SDS—polyacrylamide gel
electrophoresis (TSDS-PAGE), a method which has been
shown to increase the resolution of lipooligosaccharides and
the core region of LPS (Lesse et al. 1990; Sprott et al. 1994).
The separating gel was prepared at a final concentration of 18%
acrylamide, 0.36% bisacrylamide, and 10.5% glycerol. The gel
was polymerized by the addition of 40 pL of 10% ammonium
persulfate and 4 L of TEMED (per 20 mL of gel). The stack-
ing gel was prepared at a final concentration of 4.5% acryl-
amide and 0.08% bisacrylamide, and polymerized by the
addition of 30 pL of 10% ammonium persulfate and 10 uL of
TEMED (per 10 mL of gel). The buffers were as follows: anode
buffer (0.2 M Tris—HC], pH 8.9), cathode buffer (0.1 M Tris—
HCI, 0.1 M Tricine, 0.1% SDS, pH 8.25), and 4x gel buffer
stock solution (4.0 M Tris, 0.4% SDS, pH 8.45). Agar-grown
bacteria (2 mg) were suspended in 100 pL of solubilization
buffer (5.9 mL of 0.06 M Tris—HCl - 1 mM EDTA - 2% SDS
(pH 6.8), 4 mL glycerol, 0.8 mL 2-mercaptoethanol, and 0.4 mL
saturated solution of bromophenol blue), and then boiled for
20 min. An equal volume of proteinase K (1 mg/mL; Sigma
Chemical Co., St Louis, Mo.) prepared in 50 mM Tris-HCl
(pH 8.0) containing 1 mM CaCl, was added to the samples, and
the mixtures were incubated for 60 min at 60°C. Samples contain-
ing 10 pg KDO/mL (Daniels et al. 1994) were electrophoresed
for 3 h at 38 mA using a Mini-Protean II apparatus (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, Calif.). Gels were fixed 30 min in 40%
ethanol — 5% acetic acid solution and stained with the silver-
staining procedure of Tsai and Frasch (1982). Extracted LPS
from Salmonella typhinurium TV119 (Ra mutant) and SL1181
(Re mutant) (Sigma) were used as standards.

Separation and visualization of components of the core — lipid
A region of A. pleuropneumoniae LPS was achieved by using
gels loaded with 8 pL (Fig. 1). Reference strains could be
divided in two electromorphic core types according to their
mobility. Reference strains of serotypes 1,6, 9, and 11 form the
first electromorphic core type (core type 1; Fig. 1, lanes 2, 8,
11, and 13), composed of three distinct bands, which migration
of the major band was slower than S. ryphimurium Ra LPS.
Reference strains of the other serotypes (i.e., 2, 3, 4, 5a, 5b, 7,
8, 10, and 12) exhibited another electromorphic core type (core
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type II; Fig. 1, lanes 3-7, 9, 10, 12, and 14), composed of one
band, which migration was similar to S. typhimurium Ra LPS.

Although the structural diversity of the core region is low
compared with that of the O-chain, different core types have
been observed with other bacterial species. In Escherichia coli,
for example, five core types have been identified (R1-R4 and
K-12) (Reeves 1994; Rietschel et al. 1994). Five core types
have been also recognized for Proteus and three have been
recognized for Citrobacter (Rietschel et al. 1994). Results from
a recent study by de Kievit and Lam (1994), using monoclonal
antibodies, strongly suggest that a structural diversity exists
within the outer core region of Pseudomonas aeruginosa LPS.
Finally, in Pasteurella multocida, a member of the Pasteurel-
laceae family as is A. pleuropneumoniae, the LPS representing
the 16 somatic serotypes could be divided into two groups on
the basis of the leading band mobility (Rimler 1990).

We previously observed antigenic cross-reactions between
the core — lipid A region of different serotypes of A. pleuropneu-
moniae that complicated the serodiagnosis of the infection
(Radacovici et al. 1992). We, thus, decided to determine
whether these cross-reactions were associated with the two
electromorphic core types.

‘Western blot (immunoblot) experiments were performed by
the method of Towbin et al. (1979) as described previously (Li
et al. 1992). The samples separated by electrophoresis were
transferred to nitrocellulose membranes (0.2 pm; Bio-Rad)
and incubated with pig antisera overnight at 4°C. These antisera
were obtained from pigs experimentally infected with the
serotype 1, 2, 3, or 6 reference strain of A. pleuropneumoniae
as previously described (Radacovici et al. 1992).

Western blot analyses indicated that core — lipid A region of
LPS from electromorphic core type I strains reacted when
probed with serum from a pig experimentally infected with a
core type I strain (serotype 1 antiserum in Fig. 2A, lanes 1-4;
serotype 6 antiserum in Fig. 3A, lane 2) but not when probed
with serum from a pig experimentally infected with a core
type II strain (serotype 2 antiserum in Fig. 2B, lanes 1 and 6;
serotype 3 antiserum in Fig. 3B, lane 2). Conversely, core —
lipid A region of LPS from electromorphic core type II strains
reacted only when probed with serum from a pig experimen-
tally infected with a core type II strain (Fig. 2A, lane 5; Fig, 2B,
lanes 2-5; Figs. 3A and 3B, lanes 1 and 3). These results indi-
cate that the two electromorphic core types are, in addition,
antigenically different. These cross-reactions are different from
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Fig. 2. Western blot analysis of whole-cell, proteinase-K-treated preparations of A. pleuropneumoniae probed with serum from a pig
experimentally infected with (A) A. pleuropneumoniae serotype 1 reference strain (core type I) or (B) A. pleuropneumoniae serotype 2
reference strain (core type II). (A) Actinobacillus pleuropneumoniae serotypes 1 (lane 1), 6 (lane 2), 9 (lane 3), 11 (lane 4), and 2
(lane 5). (B) Actinobacillus pleuropneumoniae serotypes 1 (lane 1), 2 (lane 2), 3 (lane 3), 4 (lane 4), 5b (strain 81-750, lane 5), and

6 (lane 6). The positions of prestained low-molecular-mass markers (in kilodaltons) are indicated on the left. Arrows indicate the

core — lipid A region.
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Fig. 3. Western blot analysis of whole-cell,
proteinase-K-treated preparations of A. pleuropneumoniae
probed with serum from a pig experimentally infected with
(A) A. pleuropneumoniae serotype 6 reference strain (core
type I) or (B) A. pleuropneumoniae serotype 3 reference
strain (core type II). Actinobacillus pleuropneumoniae
serotypes 3 (lane 1), 6 (lane 2), and 8 (lane 3) are shown.
The positions of prestained low-molecular-mass markers

(in kilodaltons) are indicated on the left. Arrows indicate the
core — lipid A region.
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the serological cross-reactions observed between the O-poly-
saccharides of serotypes 1, 9, and 11 (which can also be seen
in the upper part of Fig. 2A, lanes 1, 3, and 4); 4 and 7; and 3,
6, and 8 (which can also be seen in the upper part of Fig. 3),
respectively (Perry et al. 1990).
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It is interesting to note that, as expected, the core — lipid A
region of serotypes 1 and 2 did not react when probed with
monoclonal antibodies 5.1G8F10 or 102-G02 specific to sero-
types 1 and 2 O-antigen (Paradis et al. 1994), respectively
(Fig. 4, lanes 1 and 2). However, there is a possibility that the
major bands in the core — lipid A region may be in fact core —
lipid A plus one O repeating unit. It has been observed pre-
viously with Pseudomonas aeruginosa that monoclonal
antibodies specific for O-antigen do not necessarily recognize
core with one O-antigen unit attached (Lam et al. 1992).

Our results, based on both electrophoretic mobility and
antigenicity, suggest the presence of two LPS core types in
A. pleuropneumoniae. Differences in the electrophoretic
mobilities and antigenic profiles probably reflect differences in
composition and (or) structure of the outer core usually com-
posed of hexoses, since the inner core is generally highly
conserved. The composition of the core oligosaccharide has
been determined for some serotypes of A. pleuropneumoniae.
For example, the core oligosaccharide of serotype 1 LPS was
found to be composed of D-galactose, D-glucose, L-glycero-
D-mannoheptose, D-glycero-D-mannocheptose, and 2-amino-2-
deoxy-D-glucose in the molar ratio of 3:3:0.5:1:3 (Altman et al.
1986), while the core oligosaccharide of serotype 2 LPS
was found to be composed of D-galactose, D-glucose,
L-glycero-D-mannoheptose, and D-glycero-D-mannoheptose in
the molar ratio of 0.2:1:1:0.6 (Altman et al. 1987). However,
the conclusive identification of the two core types in
A. pleuropneumoniae LPS would be obtained by the use of
core-specific antiserum.

It has been suggested that the core region plays an important
role in the tertiary and (or) quaternary conformation of LPS, by
strengthening the interaction of LPS with their different target
molecules, as well as contributing to endotoxin activity
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Fig. 4. Western blot analysis of whole-cell, proteinase-K-treated
preparations of A. pleuropneumoniae serotype 1 reference strain
probed with monoclonal antibody 5.1G8F10 specific to
serotype 1 O-antigen (lane 1) and A. pleuropneumoniae
serotype 2 reference strain probed with monoclonal antibody
102-G02 specific to serotype 2 O-antigen (lane 2). The positions
of prestained low-molecular-mass markers (in kilodaltons) are
indicated on the left.
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(Cavaillon and Haeffner-Cavaillon 1992). We do not know, at
the present time, whether the core type has any influence on the
virulence of A. pleuropneumoniae.
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