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Sommaire

Actinobacillus pleuropneumoniae est responsable de pleuropneumonie
fibrinohémorragique et nécrosante qui cause d'importantes pertes économiques
dans l'industrie porcine, et qui peut se présenter soit sous forme chronique, soit sous
forme aigué.

L'é¢tude de I'hétérogénéité antigénique au sein d'un méme sérotype et la

détermination des relations antigéniques entre différents sérotypes sont d'une
importance capitale & 1'établissement d'une sérologie correcte. Cette dernicre est
nécessaire a l'étude épidémiologique ainsi qu'a la production de vaccins.
Le projet a consisté a étudier 'hétérogénéité antigénique a l'intérieur du serotype 7.
Des tests sérologiques tels que: la coagglutination, l'immunodiffusion en gel,
I'hémagglutination ~ indirecte, la  contre-immunoélectrophorése, —dot-ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay), croissance de la bactérie en milieu semi-
solide en présence de l'antisérum (Serum Soft-Agar) et I'agglutination en croissance
(Growth agglutination) ont été utilisés a cette fin.

La souche de référence du sérotype 7 (WF83) partage des déterminants
antigéniques avec la souche de référence du sérotype 1B (ISU158) mais non avec
les souches de référence 1A (4074 et ATCC 27088). Cependant, les souches de
champ du sérotype 7 partagent des déterminants antigéniques avec les souches de
référence des sérotypes: 1A, 1B, 4, 10 et 11 en immunodiffusion en gel et en
coagglutination mais pas toujours en contre-immunoélectrophorése et en
hémagglutination indirecte. On peut distinguer 6 groupes dans le sérotype 7 en se
basant sur les réactions croisées avec les autres serotypes.

Deux souches de champ du sérotype 7 (90-3182 et 86-1411) ont été
sélectionnées. La souche 90-3182 a réagi de la méme fagon dans tous les tests avec
l'antisérum contre les deux souches de référence des sérotypes 1 et 7, alors que la

souche 86-1411 a donné une identité partielle avec la souche de référence du
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sérotype 7. Pour ces raisons, les deux souches (90-3182 et 86-1411) ont été choisies
pour une caractérisation antigénique approfondie.

L'électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de
sodium (SDS-PAGE) et l'immunobuvardage (Western-blot) ont été utilisés pour
examiner le profil antigénique des protéines de la membrane externe (OMP), les
lipopolysaccharides (LPS) et les polysaccharides capsulaires (PSC) afin de
déterminer ou se situe la différence. Les résultats de ces deux tests, en utilisant les
OMP des souches de champs n'ont pas montré de différence significative.
Cependant, ['utilisation de la cellule entiére, traitée avec la protéinase K, a montre
que la souche 90-3182 a un profil identique avec la souche de réference du sérotype
1A et non avec la souche de référence du sérotype 7, alors que la souche 86-1411 a
un profil identique avec la souche de référence du serotype 7.

Pour vérifier ces résultats nous avons utilisé de la Tricine pour l'analyse par SDS-
PAGE ce qui augmente la résolution lipopolysaccharidique et la région du noyau
lipopolysaccharidique. Il a été possible de distinguer que le noyau de la souche 90-
3182 appartient au noyau de type I comme la souche de référence du sérotype 1A,
alors que la souche 86-1411 a le méme noyau que la souche de référence du

sérotype 7 (noyau de type II).
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I. INTRODUCTION



Actinobacillus pleuropneumoniae est un parasite du tractus respiratoire et
est 1'agent étiologique de la pleuropneumonie porcine. Cette maladie respiratoire
est répandue mondialement et cause d'énormes pertes économiques dans
I'industrie porcine. Les porcs 4gés de moins de 12 semaines sont les plus
vulnérables. Cette maladie peut se manifester sous deux formes: chronique ou
aigué. Au sein de cette espece on peut distinguer 2 biotypes en se basant sur leur
besoin de croissance en nicotinamide adénine dinucléotide (NAD ou facteur V), le
biotype I qui est NAD-dépendant et le biotype II qui est NAD-indépendant. On
peut distinguer 12 sérotypes au sein du biotype I en se basant sur leurs antigénes
capsulaires. Les sérotypes 1 et 5 sont subdivisés en 1A et 1B, et 5A ct 5B,
respectivement. Parmi ces sérotypes on peut observer des réactions croisées,
notamment entre les sérotypes 1, 9 et 11 ; 3, 6 et 8§ ; 4 et 7 et enfin 7 et 1. Ces
réactions croisées non spécifiques au sérotype sont attribu€es a l'antigéne
lipopolysaccharidique (LPS). Sauf pour les sérotypes 6 et 8 qui partagent des

épitopes au niveau des polysaccharides capsulaires (Nielsen et O'Connor, 1984).

L'hétérogénéité antigénique des souches de champ du sérotype 7 a déja été
rapportée par Mittal et Bourdon (1991). En effet, ces souches partagent des
antigénes communs avec les autres sérotypes, notamment les sérotypes 1, 4, 9, 10
et 11, ce qui explique l'existence des réactions croisées entre ces sérotypes. Les
réactions croisées peuvent causer des problémes au niveau de la sérotypie et du
sérodiagnostic. Une identification précise du sérotype 7 est d'une grande
importance pour les raisons suivantes:

1) les réactions croisées observées entre certaines souches des sérotypes 7

et 1 dans différents tests sérologiques (Mittal et Bourdon, 1991;

Gottschalk et al., 1999).

2) le sérotype 1 est considéré comme étant le plus virulent en Amérique du

Nord d'ou I'importance de ce projet.

3) l'augmentation marquée du nombre d'isolats du sérotype 7 identifiés

dans notre laboratoire au cours des 10 derniéres années (Figure 3).



Le sérotype 7 est généralement considéré moins virulent que les sé€rotypes 1 et 5
(Frey et Nicolet, 1990). Rogers et al. (1990) rapportent l'existence de 2 isolats
australiens du sérotype 7 qui sont moins virulents que le sérotype 1 mais d'une
virulence semblable & celles des sérotypes 2 et 3. Cependant, plusieurs études
rapportent la présence de variations dans la virulence au sein d'un méme sérotype
(Bertram, 1985; Brandreth et Smith, 1987). Rosendal et al. (1985) rapportent que
le sérotype 7 a une virulence similaire a celle du sérotype 1 et que la différence en

virulence entre les sérotypes 1, 2 et 7 est probablement faible.

Compte tenu de ces observations, ’objectif du projet étaient de verifier
'hétérogénéité antigénique d'isolats d'Actinobacillus pleuropneumoniae sérotype

7 al'aide de différentes méthodes immunologiques.



II. REVUE DE LA LITTERATURE



1- Historique et taxonomie

La pleuropneumonie a été décrite pour la premiere fois par Pattison et al.
(1957) et ensuite par Matthew et Pattison (1961) et Olander (1963). Shope (1964)
a décrit une infection similaire dans une ferme en Argentine. A ce moment, l'agent
responsable de cette maladie a été désigné Haemophilus pleuropneumoniae par
Shope et al. (1964). Cette désignation a été confirmée par la majorit¢ des
chercheurs. De méme, Olander (1963); Nicolet et Konig (1966) et Nicolet (1968)
attribuerent le nom d'Haemophilus parahaemolyticus a cette bactérie a cause de sa
ressemblance biochimique avec une bactérie d'origine humaine du méme nom.

Par la suite, sa présence a été rapportée dans plusieurs pays a travers le
monde, et au Canada, le premier cas fut rapporté en Saskatchewan en 1974
(Shiefer et al., 1974). Au Québec, c'est en 1978-1979 que les pertes causées par la
pleuropneumonie porcine commencerent a &tre plus considérable (Higgins et al.,
1982).

Depuis I'étude de I'homologie de I'ADN, le % G+C démontre que H.
pleuropneumoniae est plus proche de Actinobacillus lignieresii que de
Haemophilus influenzae et en se basant sur le fait que I'hémolyse n'est pas un
critere pour classifier les souches, car ces derniéres peuvent facilement perdre ce
caractere apres quelques passages in vitro. Pohl et al. (1983) transférent l'agent
causal de la pleuropneumonie porcine au genre Actinobacillus, un membre de la
famille des Pasteurellaceae. Enfin, l'espeéce Actinobacillus pleuropneumoniae a
été subdivisée en deux biovars selon le besoin de croissance en NAD :

*  NAD-dépendant représente les bactéries du biovar I
*  NAD-indépendant représente les bactéries du biovar II.
Plus tard, Niven et Lévesque (1988) montrent que les souches du biovar II peuvent

étre aussi dépendantes du NAD.
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2- Etiologie

Actinobacillus  pleuropneumoniae est l'agent étiologique de la
pleuropneumonie porcine. C'est une bactérie & Gram négatif, capsulée, avec une
morphologie typique des coccobacilles, non mobile, anaérobie facultative et
possédant une activité hémolytique (une hémolyse compléte sur gélose au sang).
Une caracterisation morphologique et biochimique compléte a été effectuée par
Shope (1964) et Kilian et al. (1978). Pour des fins de diagnostic, A.
pleuropneumoniae est souvent distingué des autres Haemophilus rencontrés chez
le porc: H. parasuis, Haemophilus sp. " Minor group ", Haemophilus sp. " Taxon
C" et Haemophilus sp. " Urease-negative ". Dans le cas du biotype II, Rapp et al.
(1985) ont démontré comment les différencier des autres Actinobacillus communs
aux porcs.

Jusqu'a date, 12 sérotypes sont rapportés. Les sérotypes 1 4 5 ont été décrits
par Kilian et al. (1978), alors que les sérotypes 1 et 5 ont été subdivisé en 1A et
1B; 5A et 5B respectivement (Ricka ef al., 1994; Nielsen, 1986a). Le sérotype 6 a
eté décrit par Nielsen (1982), le sérotype 7 par Rosendal et Boyd (1982), et le
serotype 8 par Nielsen et O'Connor (1984). Les sérotypes 9 et 10 ont été proposés
par Nielsen (1985a; 1985b). Le sérotype proposé par Kamp et al. (1987) a été
officiellement considéré le 11iéme par Nielsen et enfin le sérotype 12 a été décrit

par Nielsen (1986b).

La spécificité de la sérologie est donnée par les polysaccharides capsulaires
et lipopolysaccharide (LPS). Cependant, quelques sérotypes montrent une certaine
similarité ou identité avec la chaine O des LPS, ce qui explique les réactions
croisées rencontrées entre différent sérotypes notamment entre les sérotypes: 1, 9
et1l; 3,6¢et8;4et7ectenfinentre 1 et?7 (Mittal er al., 1988; Perry et al., 1990;
Mittal et Bourdon, 1991)



2-1 Les liens antigéniques entres les sérotypes :

La pleuropneumonie porcine est devenue, depuis ces 15 demniéres années,
une des principales maladies d'origine bactérienne en production porcine. Les 12
sérotypes que comportent cette bactérie ont ét¢ définis sur la base des antigénes
polysaccharidiques capsulaires. I a ¢ét¢ démontré que quelques €épitopes
lipopolysaccharidiques, partagés entre certains sérotypes, causent des réactions
croisées. La caractérisation de ces réactions est nécessaire afin d'établir un systéme
de sérotypie, ainsi que des épreuves sérologiques plus fiables. Les réactions
croisées observées entre les sérotypes 1, 9 et 11, font que la classification a €té
désignée: K1: O1, K9: Ol et KI1: Ol respectivement (Perry et al., 1990,
Rodriguez-Barbosa et al., 1996). On rencontre en plus, des réactions croisées entre
les sérotypes 3, 6 et 8, dont l'antigéne partagé est localisé au niveau du
polysaccharide capsulaire (Nielsen et O'Connor, 1984). Gottschalk ez al. (1998)
rapportent que les sérotypes 4 et 7 partagent un épitope au niveau de la chaine "O"
du LPS.

En 1989, Fodor et al. rapportent des réactions croisées, entre la souche
N-282 du sérotype 2 biotype II et la souche S1536 du sérotype 2 biotype I. Par la
suite, Nielsen et al. (1996) indiquent que la souche 7317 du sérotype 2 (qui
représente 9 isolats du sérotype 2 examinés) partage des épitopes
polysaccharidiques capsulaires avec le sérotype 2 (S1536 et 4226) en plus, des
épitopes partagés au niveau de la chaine "O" du LPS avec le sérotype 7 (WF83)
biotype I, d'ou la désignation K2: O7.



3- Epidémiologie

Actinobacillus pleuropneumoniae est un parasite du tractus respiratoire
ayant une affinité quasi exclusive pour I'espéce porcine. Olander (1963) a isol¢ la
bactérie d'un agneau (cas d'arthrite), mais I'organisme comme tel n'a pas été isolé
des petits rongeurs, oiseaux et 'numain (Nicolet, 1985). Cette bactérie a une courte

vie dans I'environnement (Nicolet, 1992).

La pleuropneumonie porcine est largement distribuée a travers le monde.
De ce fait, les sérotypes d'A. pleuropneumoniae sont géographiquement
distribués: les sérotypes 1, 5, et 7 sont les plus fréquents en Amérique du Nord
alors que d'autres sérotypes sont rapportés mais sont beaucoup moins fréquents, a
savoir les sérotypes 3, 4, 8 et 9. Les sérotypes 1, 2, 5, 7, et 9 sont rencontres en
Europe. Certains sérotypes comme le sérotype 3 sont considérés non virulents et
ne possédent aucune importance épidémiologique dans certains pays, alors qu'ils
peuvent &tre épidémiques dans d'autres pays (Desrosiers et al., 1984; Brandreth et
Smith, 1985). La prévalence des sérotypes varie d'une région a l'autre et peut
également varier dans le temps pour une méme région (Mittal ez al., 1998).

Les mortalités et les médicaments constituent les deux principales pertes
économiques associées a cette maladie. L'agent infectieux est localisé souvent
dans les lésions pulmonaires nécrotiques et/ou amygdales mais il est moins
fréquent dans les cavités nasales (Kum ef al., 1984).

L'infection expérimentale montre qu'une exposition massive induit une
mortalité aprés quelques heures a quelques jours. Cependant, dans la phase aigué,
tous les porcs sont susceptibles selon la virulence de la souche et la particularité de

I'environnement.



3-1 Modes de transmission

Les sources d'infections possibles d'un troupeau sont souvent par contact
direct d'un porc avec un autre ou sur de courtes distances, par des gouttelettes.
Toutefois, le rdle possible des aérosols dans la transmission sur de longues
distances a été suggéré. La transmission peut se faire également par l'intermeédiaire
des petits rongeurs ou oiseaux (peu probable) mais I'humain est un hoéte non
commun pour 4. pleuropneumoniae (Nicolet, 1985). Le mélange des porcs et leurs
déplacement augmentent le risque de la pleuropneumonie, ainsi que les facteurs de
stress, en particulier le changement rapide de température, une grande humidité et

I'insuffisance de ventilation.

La survie de la bactérie dans l'environnement est considérée de courte
durée, par contre, si elle est protégée par du mucus ou des matiéres organiques, sa

vie peut se prolonger jusqu'a quelques jours (Nicolet, 1992).

3-2 Traitement

A.  pleuropneumoniae est particulierement sensible in vitro aux
antibiotiques suivants: pénicilline, ampicilline, céphalosporine, chloramphénicol,
tétracycline, colistine, sulfonamide, cotrimoxazole (triméthoprime-
sulfaméthoxazole) et gentamicine (Nicolet et Shifferli, 1982; Gilbride et Rosendal,
1984). La résistance a I'ampicilline, streptomycine, sulfonamides, tétracyclines et
chloramphénicol est observée fréquemment avec les sérotypes 1, 3, 5 et 7 de A.
pleuropneumoniae (Gilbride et Rosendal, 1984 ; Vallancourt et al., 1988). Le
succes du traitement dépend de la rapidité a détecter les premiers signes cliniques

et la rapidité de l'intervention thérapeutique.
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3-3 Prévention

La prévention et le contréle de la pleuropneumonie peuvent étre
accomplis de différentes fagons. Une fois l'infection établie dans un troupeau, il est
difficile d'éliminer l'agent infectieux. La premicére chose a faire est de controler le
facteur environnemental (améliorer l'aération) pour le troupeau infecté. Il faut
ensuite séparer le troupeau dans la ferme, selon les ages, avec ['utilisation des tests
sérologiques pour détecter les porteurs sains ou les porteurs sous-cliniques de la
bactérie. Donc, effectuer des tests sérologiques sur des échantillons de sérums de
porcs 4gés de 7 et 8 semaines. La maladie a une période d'incubation de 24 heures
chez le porc, de plus la bactérie peut persister chez 1'animal pendant 10 mois et il y
a de fortes possibilités qu'elle persiste toute sa vie (Nicolet, 1992).

11 existe aussi des vaccins utilisant des bactéries mortes, mais ils ont une
faible efficacité contre la maladie. L'idéal serait d'utiliser des bactéries vivantes et

atténuées. Le vaccin réduit la mortalité mais ne prévient pas l'infection.

4- Pathologie et pathogénicité

La pathogénie de la pleuropneumonie n'est pas bien comprise et elle est
considérée comme multifactorielle. Cependant, la forme aigué et subaigué de la

maladie ressemble au choc septique de I'humain (Kiorpes et al., 1990).

11 existe plusieurs facteurs de virulence attribués a l'agent infectieux dont,
la capsule, I'endotoxine, 'exotoxine (hémolysine et cytotoxine) et d'autres qui
jouent un réle important dans la pathogénie (Inzana, 1991; Bertram, 1990;
Fenwick, 1990; Nicolet, 1990 ). La différence de virulence entre les sérotypes ou
au sein d'un méme sérotype a été observée par Desrosiers ef al., 1984 ; Rosendal et

al., 1985 ; Brandreth et Smith, 1987. 11 a été suggéré que quelques différences
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seraient dues a la capsule (Jacques et al., 1988), a la composition du LPS (Jenson
et Bertram, 1986) ou le type d'hémolysine (Frey et Nicolet, 1990). Quand le porc
est infecté avec d'autres agents pathogenes du tractus respiratoire, cela peut

contribuer au développement de la pleuropneumonie (Caruso et Ross, 1990).

L'infection expérimentale ou naturelle stimule la réponse immunitaire.
Toutefois, la présence d'anticorps peut étre détectée approximativement 10-14
jours aprés l'infection. Ces anticorps atteignent un niveau maximum 4-6 semaines
post-infection et peuvent persister a un bas niveau pendant quelques mois

(Nielsen, 1988).

4-1 Signes cliniques :

La sévérité des signes cliniques peut varier en fonction
de 1'état de 1'immunité de 'animal, du stress, des conditions d'environnement et
enfin du degré d'exposition de 1'animal a l'agent infectieux d'ou la possibilité de cas
aigus ou de cas chroniques de la maladie (Nicolet et al., 1969; Nielsen 1982;
Shope, 1964).

4-1A Forme aigué:

Lors d'une infection aigué a A. pleuropneumoniae, les porcs sont
subitement malades avec une fievre élevée et sont apathiques et anorexiques. Il
peut y avoir une courte période de vomissement et de diarrhée, des problémes
séveres de respiration avec cyanose, dyspnée et des mortalités soudaines. Chez les
porcs infectés on observe souvent des écoulements de sang au nez et a la bouche.
La mort peut subvenir 24-36 heures apres 'apparition des signes cliniques, comme
elle peut se manifester avant méme qu'on observe les signes cliniques (Fedorka ef

al., 1993; Nicolet, 1992).



4-1B Forme chronique :

La forme chronique se caractérise par peu ou pas de fiévre, une toux qui
se développe spontanément et une perte d'appétit qui entraine la perte de poids. Un
animal peut étre infecté sans qu'on observe de signes cliniques. Un pourcentage
élevé de pleurésie chez les porcs en phase terminale de croissance est un bon
indicateur d'une infection par A. pleuropneumoniae (Hani et al., 1973, Pattison et

al., 1957; Olander, 1963; Shope, 1964)

5- Diagnostic

5-1 Diagnostic microbiologique:

L'isolement d'A. pleuropneumoniae a partir de 1ésions pulmonaires typiques de
pleuropneumonie ou a partir d'autres organes (septicémie) peut s'effectuer avec un
peu de difficulté, car il n'est pas impossible d'isoler d'autres organismes a partir de
ces lésions, spécialement P. multocida (Nicolet, 1992).

L'isolement primaire se fait sur gélose aux sang de mouton 5 % avec une
strie de Staphylococcus aureus. Aprés une incubation de 18 heures on voit des
colonies tout autour de la strie. Actinobacillus pleuropneumoniae est une bactérie
a Gram négatif, ayant une apparence de coccobacille pléomorphe. Elle est
¢galement anaérobie facultatif, non sporulant, capsulée et non mobile. Sur gélose
au sang, la zone d'hémolyse est accentuée par la i-hémolysine de Staphylococcus
aureus d'ou la réaction de CAMP positive. La croissance nécessite le facteur V
(Kilian., 1976). Parmi les réactions biochimiques, l'uréase est positive (Fedorka
Cray et al., 1993). Pour une identification de routine, le test de CAMP, l'activité
d'uréase et la fermentation du mannitol sont suffisantes (Nicolet, 1970; Kilian,

1976).
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Dans le cas d'une infection mixte, en particulier avec P. multocida, ou lors
de contamination bactérienne, I'utilisation d'un milieu sélectif est recommandée

(Little et Harding, 1971; Gilbride et Rosendal, 1983).

5-2 Diagnostic sérologique :

La sérologie s'est avérée un outil tout a fait déterminant pour le contrdle
de la pleuropneumonie dans les pays ou la production porcine est intensive.
Toutefois, I'expérience a démontré que la sérologie avait des lacunes en termes de
sensibilité et de spécificité. Les tests sérologiques tels que: le test ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Nicolet et al., 1981; Bossé et al., 1990)
et le test de fixation du complément (CFT) (Nicolet ef al., 1971), ont été évalués
pour la détection des anticorps contre A. pleuropneumoniae. Ces tests se sont
aveéres tres spécifiques mais leur sensibilité est faible. Cependant, le CFT reste a ce
jour le test de référence. L'essai de neutralisation de 1'hémolysine (hemolysin
neutralization assay) posséde une sensibilité et spécificité élevées mais il ne peut
pas détecter le sérotype 7 a cause d'un manque de production de 1'hémolysine
(Fedorka-Cray et al.,, 1993). Mittal et al., 1984 ont mis au point le test
d'agglutination en tube en présence de 2-mercaptoéthanol; ce dernier élimine les

IgM qui sont souvent impliquées dans les réactions croisées.

La sérotypie sert a la détection de l'antigéne responsable du sérotype
spécifique. Le test de coagglutination (Mittal er al., 1983) sert & détecter 'antigéne
a partir d'extrait de poumon. La sérotypie peut &tre confirmé par une agglutination
sur lame (slide agglutination), ou a partir dune culture sur PPLO
(pleuropneumonia-like organisme meduim) par le test de coagglutination (Mittal et

al., 1987). Dans plusieurs cas, l'identification finale peut étre effectuée par les tests
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d’immunodiffusion en gel et d’hémagglutination indirecte. Une évaluation des
méthodes de sérotypie disponibles est donnée par Nicolet (1988).
La sérotypie est recommandée pour une confirmation rapide du

diagnostique bactériologique.

6- Facteurs de virulence:

De nombreuses composantes d'Actinobacillus pleuropneumoniae telles que
les fimbriae, la capsule, le LPS, les protéines de la membrane externe, et les

toxines sont impliquées dans la virulence de la bactérie.

6-1 Fimbriae:

Les fimbriae servent & plusieurs bactéries pour l'attachement aux cellules
épithéliales, aidant ainsi 2 la colonisation de I'héte. Pour A. pleuropneumoniae, le
réle des fimbriae ou" fimbriae-like structures” dans la colonisation n'est pas encore
établi (Utrera et Pijoan, 1991; Dom ef al.,1994).

Approximativement la moitié des isolats provenant d'infections
expérimentales possédent des fimbriae (Dom et al., 1994). In vitro, les fimbriae
sont présents chez A. pleuropneumoniae quand la bactérie est cultivée sur un

milieu solide, mais sont absents en milieu liquide (Dom et al., 1994).
6-2 Capsule (polysaccharides capsulaires):
La nature de la capsule est polysaccharidique et sa présence a eté

rapportée chez toutes les souches de référence d'd . pleuropneumoniae. La

structure chimique de la capsule consiste en une unité de répétition



d'oligosaccharides (Inzana, 1991) et sa charge est négative due au phosphate ou
aux résidus de l'acide carboxylique (Perry et al., 1990). Les polysaccharides
capsulaires sont responsables du sérotype spécifique d'4. pleuropneumoniae
(Inzana et Mathison, 1987; Inzana et al., 1988). La capsule est la premicre
composante qui protége la bactérie de la défense de I'hote (Perry ef al., 1990). Les
souches capsulées d'A. pleuropneumoniae des sérotypes 1-3, 5 et 7 sont résistantes
a l'effet bactéricide des anticorps et du complément de lapin et de porc. Alors que
Rycroft et Cullen, (1990) rapportent que les sérotypes 2 et 3 sont éliminés par le
sérum normal humain, les travaux de Inzana et al. (1988) suggérent que la capsule
protége la bactérie de la lyse par le complément. Par contre, les anticorps dirigés
contre la capsule contribuent a l'i'mmunité spécifique de sérotype induite par la
vaccination avec la bactérie (Inzana et al., 1988; Inzana, 1991). L'anticorps dirigé
contre la capsule opsonise la bactérie. Cette opsonisation est suivie de la
phagocytose par les macrophages alvéolaires et les neutrophiles (Byrd et Kadis,
1992; Beaudet a/ et., 1994). L'importance de la capsule a été démontrée avec des
souches peu ou pas capsulées. Ces souches sont d'une faible virulence lorsque
comparées a des souches capsulées, qui elles causent des signes cliniques. Inzana
et al. (1988) rapportent que la souche de référence du sérotype 5 n'est pas détruite
par le sérum normal humain, alors que le mutant non capsulé de cette souche est
détruit par le sérum normal de porc, de lapin ou dhumain. Donc, un vaccin
contenant le matériel capsulaire de la souche peut aider a stimuler les mécanismes

de défense de I'hoéte.

Certains souches a I'intérieur d'un méme sérotype sont plus virulentes que
d'autres (Rosendal et al., 1985). Jacques et al. (1988) montrent que les différences
de virulence entre les sérotypes pourraient étre expliquees par des différences dans

la structure du matériel capsulaire entre les sérotypes d'4. pleuropneumoniae.



6-3 Lipopolysaccharides (LPS):

Les lipopolysacharides sont les constituants majeurs de la membrane
externe des bactéries & Gram négatif. Les LPS, également appelés endotoxine, ont
une structure qui consiste en deux parties: une partie lipidique (lipide A) et une
partic polysacharidique. Cette derniere est composée de deux parties
l'antigéne"O" polysacharidique et le noyau oligosaccharidique (Fenwick, 1990).
Chaque sérotype a un polysaccharide qui lui est spécifique (Perry ef al., 1990;
Inzana, 1991) mais il peut exister des ¢épitopes communs de mnature
lipopolysaccharidique partagés entre quelques sérotypes (1, 9 et 11; 3, 6 et 8 et
enfin entre 4 et 7). Les conséquences d'une telle homologie entre les sérotypes, se
manifestent par des réactions croisées dans certains tests serologiques ( Perry et
al., 1990).

Jusqu'a maintenant, il a été rapporté que les sérotypes 2, 4 et 7 possedent un
LPS lisse, alors que les sérotypes 1 et 5 posseédent un LPS partiellement rugueux et
que les sérotypes 3 et 6 ont un LPS rugueux. Toutefois, le LPS rugueux a éte
rapporté parmi les souches du sérotype 5 (Fenwick et al., 1986). Belanger et al.
(1990) rapportent que 83% des souches possédant un LPS lisse (sérotypes 2 et 7)
adhérent en grand nombre a la trachée de porc alors que 80% des sérotypes

possédant un LPS partiellement rugueux (sérotypes let 5) adhérent pauvrement.

Le LPS purifié cause des lésions pulmonaires sévéres chez le porc.
Cependant, dans le contexte des lésions pulmonaires causées par A.
pleuropneumoniae, les 1ésions dues aux LPS ne sont pas nécrotiques ou
hémorragiques (Udeze et al.,1987). Ceci indique que les LPS ne sont pas
responsables des lésions typiques de pleuropneumonie, mais peuvent contribuer a
leur formation. En plus, les LPS sont impliqués dans l'adhésion a la muqueuse de
la trachée (Bélanger et al., 1990), ce processus jouerait un role important dans la

colonisation de ['hbte.



Les LPS sont fortement immunogénes, et l'immunisation avec le LPS
purifié induit une protection partielle. Les LPS, comme la capsule, peuvent €tre
responsables de la spécificité de sérotype. Mais ils font partie des facteurs de
virulence d'A. pleuropneumoniae qui interagissent avec d'autres facteurs (Fenwick

et al., 1986; Inzana et al., 1988).

6-4 Protéines de la membrane externe (OMP) :

Un total de 3 & 5 protéines majeures et de 10 & 20 protéines mineures sont
présentes dans la membrane externe des souches d'A. pleuropneumoniae sérotypes
1 29 qui ont été examinées par MacInnes et Rosendal (1987) et Rycroft et Taylor
(1987). Les protéines majeures ont un poids moléculaire de 39-44 kDa (Rycroft et
Taylor, 1987). Rapp et al. (1986) ont étudié le profil des protéines majeures des
sérotypes d'A. pleuropneumoniae et rapportent que les sérotypes 1 et 9 ont un
profil identique, de méme que le profil des sérotypes 2 et 6. Le profil des protéines
majeures des souches de champ des sérotypes 1 et 5 est similaire mais non
identique a celui des souches de référence. Toutefois, le profil des souches de

champ du sérotype 7 est identique a celui de la souche de référence.

Des protéines de la membrane externe spécifiques peuvent étre induites
sous des conditions restreintes en fer ou en additionnant du maltose. Les sérotypes
1 45 et 7 produisent deux protéines de 105 et 76 kDa dans des conditions
restreintes en fer (Deneer et Potter, 1989a; Niven et al., 1989); alors qu'une
protéine de 42 kDa est produite par les sérotypes 1 4 3, et 5 a 7 lorsque le maltose
est ajouté au milieu de culture (Deneer et Potter, 1989b). Immunologiquement
trois protéines de 17, 32, 42 kDa sont les plus dominantes (MacInnes et Rosendal.

1987).



Du sérum prélevé d'un pore infecté avec la souche du sérotype 5 reconnait
la majorité des OMP, et quelques molécules de haut poids moléculaire (> 94 kDa).
L'absorption du sérum avec la bactérie entiére enléve les anticorps spécifiques aux
protéines de 45, 49.5, 66.5 et quelques protéines dont le poids moléculaire est > 94
kDa, indiquant que ces protéines sont exposées sur la surface cellulaire. Toutefois,
I'antisérum produit contre les OMP de quelques souches du sérotype 5 montre des
réactions croisées avec les protéines des autres sérotypes (Rapp et Ross, 1986;
Inzana et Mathison, 1987). Maclnnes et Rosendal (1987) démontrent que les
protéines de la membrane externe d'A. pleuropneumoniae sont similaires aux
protéines des autres Actinobacillus spp et Pasteurella haemolytica, alors que la
protéine de 17 kDa est commune aux bactéries & Gram négatif incluant

Escherichia coli.

Il en résulte que les LPS et OMP sont responsables des réactions croisées
entre les sérotypes d'A. pleuropmneumoniae et entres les especes. Ces réactions
croisées peuvent étres responsables du manque de spécificité des tests de
diagnostics utilisant des préparations brutes ou I'antisérum dirigé contre la bactérie

entiere.

L'immunisation des porcs avec des OMP traités avec la protéinase-K induit,
lors d'une infection expérimentale, une réduction significative de la sévérité et du
nombre de porcs avec des lésions comparativement a une immunisation ot on

utilise des OMP non traitées ou traitées avec du périodate.

6-5 Les protéines qui lient le fer (Transferrin binding proteins) :

Les protéines qui lient le fer sont secrétées par tous les sérotypes d'4.

pleuropneumoniae. Au total, trois protéines différentes de 60, 62 et 65 kDa sont
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identifiées parmi les sérotypes d'A. pleuropneumoniae (Gerlach et al., 1992a). Les

protéines captent le fer de la circulation de 'h6te pour alimenter la bactérie car il

est essentiel a sa croissance (Ricard et al., 1991). Ces protéines d'4.
pleuropneumoniae sont spécifiques a la transferrine du porc et ceci peut expliquer

pourquoi le porc est I'hdte naturel d'4. pleuropneumoniae (Gonzalez et al.,1990).

6-6 Toxines (Apx):

Actinobacillus pleuropneumoniae secréte des substances qui sont
hémolytiques pour les érythrocytes de plusieurs especes animales et qui sont
cytotoxiques pour les macrophages et les neutrophiles pulmonaires du porc
(Rosendal et al.,1988; Van Leengoad et al., 1989). Ces substances sont présentes
dans le sumageant de culture de tous les sérotypes du biotype I, mais I'activité
differe pour chaque sérotype (Frey et Nicolet, 1990; Kamp et al., 1991; Rosendal
et al., 1988). Au début, le rdle cytotoxique ou hémolytique d'4. pleuropneumoniae
n'était pas clair car il était attribué & une ou plusieurs protéines. Toutefois,
l'utilisation des anticorps monoclonaux a démontré la présence de trois protéines
différentes qui possédent l'activité hémolytique et/ou cytotoxique et qui sont
secrétées par les 12 sérotypes (Kamp et al., 1991). Par la suite, Frey et al. (1993)
ont standardisé la nomenclature de ces protéines apparentées aux toxines de type

RTX et les trois toxines ont été désignées ApxI, Apx II et Apx IIL.

La toxine Apx fait partie de la famille des RTX toxine qui est présente chez
plusieurs bactéries pathogénes, comme a-hémolysine (Hly) d'E. coli. Cette toxine
est codé par un opéron qui est constitué de 4 geénes, qui sont présents dans l'ordre
suivant C, 4, B et D (Fig 1). Le géne 4 code pour une protéine qui est synthétisée
comme protéine inactive. La protéine qui code pour le géne C est un intermédiaire
dans l'activation de la toxine. Les protéines qui codent pour les genes B et D sont

essentielles pour la sécrétion de la toxine a l'extérieur de la cellule bactérienne
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(Welch et Pellett, 1988 ; Welch, 1991). Récemment, Frey et al. (1997) ont

rapportés I'existence d'une 4 iéme toxine chez A. pleuropneumoniae.

L'importance des toxines Apx dans la virulence d'A. pleuropneumoniae et
leur r6le dans la pathogénicité ont été mis en évidence par des mutants (Inzana et
al.,1991; Gerlach et al., 1992b). Une protection immunitaire contre l'infection due
a A. pleuropneumoniae a été démontrée par l'immunisation avec les toxines Apx
en combinaison avec les autres composantes de la bactérie. Il en résulte que I'Apx
est une composante essentielle pour la vaccination contre les souches homologues
¢t hétérologues d'4d. pleuropneumoniae (Byrd et Kadis, 1992; Beaudet et al.,
1994).
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Figure 1: Représentation schématique d'une bactérie qui exprime la toxine RTX.
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Sérotypes Toxines
sécrétées ApxI ApxII ApxIII
Biovars I
1,5,9, 11 ApxI+ApxIl
10 Apxl
2,4,6,8 ApxIT+ApxIII A Li[CH A HB HD
3 ApxIiI A | [CH A B HDp
7,12 ApxIl A H]
Biovars 11
2,4,7  Apxll [HEHD]
9 ApxI+ApxII [ _A HB}HDI
Figure 2: Scheématisation du génotype et phénotypes des toxines Apx selon leur présence

dans les différents sérotypes et biovars d'Actinobacillus pleuropneumoniae
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ABSTRACT

Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) serotype 7 strains were studied for their
antigenic heterogeneity using rabbit polyclonal hyperimmune sera against all the
known twelve reference strains of APP and a battery of different serological tests
such as coagglutination (COA), immunodiffusion (ID), indirect hemagglutination
(IHA), counterimmunoelectrophoresis (CIE), rapid dot-ELISA (RDE), serum
soft-agar (SSA) and growth agglutination (GA). Reference serotype 7 strain
(WF83) showed cross-reactivity with reference serotype 1B strain (ISU158) but
not with serotype 1A strains (4074 and ATCC 2788). Field serotype 7 strains
showed cross-reactivities with serotypes 1A, 1B, 4, 9, 10, and 11 in COA, 1D,
and CIE tests, but not in THA test. Serotype 7 strains could be clearly divided into
6 groups on the basis of their cross-reactivities with other serotypes of APP. Two
field strains of serotype 7 (90-3182 and 86-1411) which appeared to be different
from the typical serotype 7 strains were selected for further antigenic
characterization. Strain 90-3182 reacted similarly in all the serological tests with
antisera against both serotypes 1 and 7. Strain 86-1411 shared a partially identical
precipitation line with serotype 7 reference strain. SDS-PAGE, Western blot, and
Tricine SDS-PAGE assays were used for further antigenic characterization of
these two strains. Using SDS-PAGE and western blot assay of whole-cell
suspension of 16 field serotype 7 strains selected at random did not reveal any
significant differences in the profile of outer membrane proteins. However,
Western blot analysis of proteinase-K-treated whole-cell preparations of APP
probed with rabbit hyperimmune sera against serotype 7 and 1 reference strains
proved to be highly specific and sensitive to detect both serotype- specific as well

as cross-reacting capsular polysaccharide
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and/or somatic LPS antigens. Western blot assay of the 90-3182 strain revealed

the presence of ladder profile identical with that of serotype 1 A strain but not

with that of the serotype 7 strain. Similarly strain 86-1411 gave a ladder profile
identical to that of the serotype 7 strain. In order to verify the results of the
western blot assay, Tricine SDS-PAGE was used which has been shown to
increase the resolution of the core region of LPS. The results of this test showed
that the core of strain 90-3182 was type I similar to that of serotype 1 and the
core of strain 86-1411 was type II similar to that of serotype 7.
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1. INTRODUCTION

Porcine pleuropneumonia caused by Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) is
one of major problems in the modemn swine industry all over the world. The
organism may cause an acute respiratory infection, resulting in high morbidity
and mortality, or a chronic persistent infection, resulting in severe economic loss
(Nicolet, 1992).Two biotypes have been reported: biotype I requires
Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) for growth, whereas biotype II which
is much less common, does not (Pohl et al.,, 1983; Fodor et al., 1999). Twelve
serotypes of A. pleuropneumoniae biotype 1, based on capsular antigens, have
been recognized (Nielsen, 1986a ) with two subtypes A and B of serotypes 1 and
5 (Rika et al., 1994; Nielsen, 1986b). Serotypes 1, 5 and 7 of biotype I are the
most prevalent in North America and an increasing number of serotype 7
infection has been observed during the last few years, especially in high health
status herds (Mittal et al.,1998).

Serological diagnosis and vaccination programs have been used in an attempt to
control the disease. Both these programs require an extensive knowledge of
different serotypes existing in a particular region, as this organism is known to be
antigenically heterogeneous with different serotypes showing different
geographical distributions. Serotyping of APP which is of importance in
epidemiologic studies, is carried out using various techniques such as
Coagglutination (CoA), Immunodiffusion (ID), and Indirect hemagglutination
(THA) tests. Since these techniques are carried out with polyclonal antibodies,
cross-reactivities with different serotypes of APP or with other bacterial species
are sometimes observed. Serotype-specific antigens are mainly capsular
polysaccharide epitopes, whereas cell wall lipopolysaccharide may be shared

between different serotypes, such as strains of serotype 1, 9 and 11; 4 and 7 as
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well as those of 3, 6 and 8.(Mittal et al., 1988b, Mittal, 1990; Mittal and
Bourdon, 1991; Perry et al., 1990)

Strains of serotype 7 are known to be antigenically heterogeneous and share
common antigens with several other serotypes. Strong cross-reactivities between
strains of serotypes 4 and 7 as well as between strains of serotype 7 and those of
other serotypes may cause a great deal of problems in both serotyping and
serodiagnosis. Precise identification of serotype 7 thus becomes extremely
important especially in view of the recently observed cross-reactivity between
some strains of serotypes 7 and 1 in various serological tests (Mittal and
Bourdon, 1991, Gottschalk et al., 1999).

Serotype 7 is generally considered to be less virulent than serotypes 1 and 5 (
Frey and Nicolet, 1990 ). However, several studies have indicated that within any
given serovar, there may be striking differences in the virulence among isolates
(Bertram, 1985; Brandreth and Smith, 1987). Komal and Mittal (1990)
demonstrated from their experimental studies in mice that some strains of
serotype 7 were found to be highly virulent.

The purpose of the present study was to examine the antigenic heterogeneity
among different strains of serotype 7 and their cross-reactivities with other

serotypes using a battery of serological tests and rabbit polyclonal hyperimmune



2. Materials and Methods

2.1 Bacterial strains

Reference strains representing serotypes 1 through 12 of A.pleuropneumoniae
were 4074, ATCC 27088 (1A), ISU158 (1B), S1536 (2), 1421 (3), M62 (4), K-17
(5a), 81-7502 (5b), Fem (6), WF83 (7), 405 (8), CVI-13261 (9), D13039 (10),
56153 (11) and 8329 (12). One hundred twenty two field isolates of serotype 7
originating from pulmonary tissues of pigs that had died of acute
pleuropneumonia, or from tonsils of chronically infected pigs, were received from
different diagnostic laboratories in Canada. The cultural and biochemical
characterization of the bacteria was done according to the method of Biberstein et

al. (1977).

2.2 Preparation of hyperimmune sera in rabbits:

Antisera against all the reference strains of serotypes 1-12 and two field strains
of serotype 7 (90-3182 and 86-1411) were prepared in rabbits by intravenous
moculations of formalized whole cell antigens. Young adult rabbits were injected
twice a week with an antigen preparation of each strain. In total, seven injections
were given in an increasing dose. The method used has been described previously
by Mittal et al. (1982 ). The rabbits were bled 7 days after the last injection; the

sera were separated and stored at -20 °C until used.

2.3 Preparation of antigens:

Reference and field strains of A. pleuropneumoniae were grown on enriched

pleuropneumonia-like organism (PPLO) agar medium overnight at 37 °C. Each

29



plate was washed off gently in 3 ml of phosphate-buffered saline solution (PBS;
pH 7.0) containing 0.5% formalin, and pooled. The pooled whole-cell suspension
of each strain was divided into two portions. One portion was kept at room
temperature for 4 h and a second portion was kept at 100 °C in a water bath for
lh; two antigen preparations were referred to as WC and BC, respectively. BC
antigens were centrifuged at 800 xg for 30 min and supernatants were collected

and referred to as BC-SE.

2.4 Serological tests:

2.4A Coagglutination (CoA ) test :

Details of the preparation of CoA reagents and the procedure used have been
described earlier by Mittal ez al. (1983a). BC antigens were used for serotyping.
Briefly, Staphylococcus aureus strain Cowan 1 (NCTC 8530) capable of
producing a large amount of protein A and serotype-specific antisera produced in
rabbits were used for preparation of Co-A reagents. One drop of the CoA reagent
was mixed on a glass slide with an equal volume of bacterial suspension. A

positive reaction in 2 to 3 min was characterized by a distinct clumping.

2.4B Immunodiffusion (ID) test:

ID test was carried out as described by Mittal es al (1988a) using BC-SE as
antigen and hyperimmune sera against all the known serotypes of APP, in small
plastic petri dishes containing 1% agar buffered with PBSS ( pH 7.2). The reagent
wells were 2 mm deep and 5 mm in diameter. Plates were incubated at room
temperature in a water-saturated atmosphere; and plates were read daily for 2

days for the presence of a precipitation line.
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2.4C Indirect haemagglutination (IHA) test:

IHA was performed with a microtiter system (Dynatech lab.inc) using BC-SE as
antigen. The overnight growth on PPLO agar was washed off in PBS containing
0.5% formalin. The suspension was adjusted to 10% concentration and BC-SE
was used directly to sensitize sheep red blood cells to be used in the IHA test.

Details of the THA test have been described previously by Mittal et al. (1983b).

2.4D Counterimmunoelectrophoresis (CIE) test:

CIE was carried out as described by Mittal ez al. (1993) using BC-SE. Cathodal
wells were filled with BC-SE antigen and anodal wells were filled with antisera.
Four juxtaposed sheets of filter paper were used as connecting wicks to the
tampon. The antigens and antisera were clectrophoresed for 60 minutes at 80 V

and the reactivity was expressed as visible precipitation lines.

2.4E Rapid dot-ELISA (RDE):

Field strains of serotype 7 were tested by RDE as described by Achacha and
Mittal (1995). Three ul of BC were used for coating the nitrocellulose membrane
(Bio-Rad) and incubated at room temperature for 15 min. Nitrocellulose
membranes were blocked with 1% (v/v) skim milk in PBS for 30 min and
incubated with the rabbit polyclonal antiserum diluted to 1/25,000 in PBS
containing 1% of skim milk, at room temperature for 1h. The membranes were
washed 3 times in PBS containing 0.05% tween-20 (PBS-T) and incubated for 1h
at room temperature with optimally diluted goat anti-rabbit immunoglobulin

coupled to peroxidase. The membranes were rinsed 3 times with PBS-T, and
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finally 4-chloro-1-naphtol was added The color reaction was stopped by washing
the membrane in water and the reactivity was expressed as a visible coloured dot

on the membrane.
2.4F Serum-soft agar (SSA) test:

Colonial morphology in serum-soft agar was determined according to the method
of Finkelstein and Sulkin (1958). One drop of APP culture (grown on PPLO agar
for 18 h at 37°C) containing approximately 10® colony forming units was added
to Iml of rabbit antisera optimally diluted in PPLO broth and mixed with 0.15%
bacteriological agar and incubated overnight at 37°C. Negative control using
normal rabbit serum showing diffuse mucoid colonies and positive control using
known antiserum showing compact type colonies were always kept. When diffuse
colonies were converted to compact-type growth by addition of antiserum, the
organisms were designated as belonging to the same serotype as that which had
been used for rabbit immunization. Conversion of diffuse type colonies to

compact type was considered as positive.

2.4G Growth Agglutination (GA) test:

GA was carried out as described by Mittal and Tizard (1979). Optimal dilutions
of cultures grown overnight in PPLO broth at 37°C were added to different
dilutions of rabbit antisera starting at 1/5 to 1/200 in PPLO broth. The mixtures
were incubated overnight at 37°C and examined for the presence of agglutinated
growth. The growth agglutinin titre was expressed as the reciprocal of the highest
dilution of serum showing distinct clump of organisms and a clear supernatant.

Negative control tubes showed no agglutination but were turbid as a result of



growth of the organisms. A small button of sedimented growth was sometimes

present in negative control tube, which became turbid on mild shaking.

2.4H Absorption of rabbit antisera:

Rabbit hyperimmune sera against the WC antigens of reference (WF83) and two
field strains (90-3182a and 86-1411) of serotype 7 were absorbed with an equal
volume of 10 % suspensions of WC antigens of homologous and heterologous
strains in PBS. The mixtures were kept at 37°C for 2h and then centrifuged at 800
xg for 30 min. The second absorption was done in the same way. The sera were
tested before and after absorption for antibodies against homologous and

heterologous strains by ID test.

2.5 Purification of capsular polysaccharide:

Capsular material was extracted as described by Inzana et al. (1988). Cultures in
PPLO broth were incubated with constant shaking for 18 h at 37 °C, and
centrifuged at 10,000 x g for 10 min to remove the cells. Cells were washed twice
in PBS pH 7.4, and their supernatants were pooled. Polyanionic material was
extracted from the pooled supernatants by overnight precipitation at 4 °C with 25
mM hexadecyltrimethyl-ammonium bromide (Sigma). Precipitates were collected
by centrifugation at 10,000 x g for 30 min, resuspended in 0.4 M NaCl and held
overnight at 4 °C. The pellet obtained by centrifugation at 20,000 x g for 10 min
was re-extracted in 0.4 M NaCl. Supernatants from two extractions were

combined and two volumes of cold 95 % ecthanol were added. Following
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incubation at -20 °C for two days, precipitate was collected by centrifugation at

15,000 x g for 30 min at -15 °C and resuspended in distilled water.

2.6 SDS-PAGE and Western blotting:

WC antigens of field and reference strains of serotype 7 were separated by SDS-
PAGE (Laemmli, 1970). The antigens were solubilized in sample buffer
containing 2% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 10% glycerol, 1M trisbase (pHS.3)
and 0.025% bromophenol blue and the solution was heated at 100°C for 10 min.
Antigens were separated on a 4.5% polyacrylamide stacking gel and a 10%
separating gel. Samples were electrophoresed at 100 V (stacking gel) and 200 V
(separating gel). Gels were either stained with silver nitrate as described by Tsai
and Fresch (1982 ) or transferred to nitrocellulose membranes (0.2 pm; Bio-Rad )
for Western blotting (Towbin et al., 1979). Non-specific binding was blocked
with a 2% casein solution and incubated with rabbit antiserum overnight at 4 °C
for 1 h at room temperature. The membrane was washed three times with PBS-T.
An optimal dilution of anti-rabbit IgG peroxidase conjugate (Sigma) in PBS-T
was added and incubated at room temperature for 2 h. The membrane was washed
and developed in 4-chloro-1-naphtol substrate for 1-5 min and the membrane was

resuspended in distilled water in order to stop the reaction.

2.7 Treatment of antigens with proteinase K
WC antigens were treated with 100 mg/ml of proteinase K (Sigma ) in PBS at
55°C for 1h as described by Hamel et a/. (1987).
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2.8 Tricine-SDS-PAGE (TSDS-PAGE):

TSDS-PAGE was carried out as described by Jacques ef al. (1996). The stacking
gel was prepared at a final concentration of 4.5% acrylamide and 0.08%
bisacrylamide, and polymerized by the addition of 30 pl of 10% ammonium
persulfate and 10 pl of TEMED per 10 ml of gel. 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 pl of TEMED (per 20 ml of gel).. The buffers used
were as follows: anode buffer (0.2 M Tris-HCL, pH 8.9), cathode buffer (0.1 M
Tris-HCL, 0.1 M Tricine, 0.1% SDS, pH 8.25), and 0.4 x gel buffer stock
solution (4.0 M Tris-HCL, 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 (pH6.8), 4 ml glycerol, 0.8 ml 2-mercaptoethanol, and 0.4
ml saturated solution of bromophenol blue), and then boiled for 8 min. An equal
volume of proteinase K (1mg/ml; Sigma chemical ) prepared in 50 mM Tris-HCL
(pH 8.0) containing Inm CaCl, was added to the sample, and the mixture was
incubated for 60 min at 60°C. Samples were electrophoresed for 3h at 38 mA.
Gels were fixed for 30 min in 40% ethanol —5% acetic acid solution and stained

with the silver-staining procedure of Tsai and Frasch (1982).
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3. RESULTS

3.1 Distribution of different serotypes of APP isolated from lung lesions of acute

porcine pleuropneumonia in Quebec.

Results shown in Figure 1 indicate the evolution of distribution of different serotypes
of APP isolated from diseased pigs in Quebec. The number of isolates of serotype 1,
which was the most prevalent (60-90%) until 1992, is constantly decreasing and
presently represents about 17% of isolates. Since 1993, isolates of serotype 5 have
become predominant with a prevalence of 39 % followed by a gradual increase in
the prevalence of serotype 7 with 36 % in 1999, especially in high health status herds
(Figure 1).

3.2 Serological reactivity of A. pleuropneumoniae reference and field strains of
serotype 7 representing various groups using rabbit hyperimmune sera against

reference strains of all the known 12 serotypes of APP

Reference strain of APP serotype 7 shared cross-reactivity only with serotype 1B;
whereas field strains of serotypes 7 shared cross-reactivities with serotypes 1A, 1B, 4,
9, 10 and 11. Results showing field strains representing each of 6 groups of serotype
7 based on their cross-reactivity with other serotypes using various serological tests

are given in Table 1.

3.3 Grouping of A. pleuropneumoniae serotype 7 field strains based on their

cross-reactivities with other serotypes in the immunodiffusion test.

A total of 122 field isolates of serotype 7 were tested for their reactivities with rabbit
hyperimmune sera against all the known 12 serotypes. More than 98% of the field

strains of serotype 7 did not show any evidence of cross-reactity with reference
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strains 4074 and ATCC 2788 of serotype 1A in any of the serological tests used.
However, more than half of the field isolates of serotype 7 cross-reacted with
reference stramn ISU158 of serotype 1B in all the serological tests except IHA and
CIE (Table 2).

Seventeen percent of strains in group I did not show any cross-reactivities with any
other serotype, whereas, 56 % of the strains in group II showed cross-reactivity with
serotype 1B, 13 % of strains in group III with serotype 4, and 5 % in group IV with
serotypes 1B and 4. A total of 7 % strains in group V with serotype 10, and only 2 %

of the isolates in group VI showed cross-reactivity with serotypes 1A, 9 and 11

3.4 Effect of absorption of rabbit hyperimmune sera against reference and field
strains of A. pleuropneumoniae serotype 7 with homologous and heterologous

strains of serotype 7 as detected by ID test

Results shown in Table 3 clearly demonstrate the existence of antigenic heterogeneity
within serotype 7 strains as shown by the ID test. Absorption of anti-WF83 serum
with field strain 86-1411 did not remove antibodies against WF83. Similarly,
absorption of anti-86-1411 serum with reference strain WF83 failed to remove
antibodies against field strain 86-1411.

Most of the strains tested in ID test using anti-WF83 serum gave a precipitation line
completly identical with strain WF83, and only a few strains were found to give

partial identity with WF83.
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3.5 SDS-PAGE and Western blot analysis of whole-cell preparations of serotype
7 strains probed with rabbit hyperimmune serum against serotype 7 reference

strain

SDS-PAGE and Western blot analysis did not show significant differences in the
profile of major outer membrane proteins of reference and field strains of serotype 7
(Figure 5). The results shown in Figure 6 present the evidence of cross-reactivities
between capsular polysaccharide antigens of reference serotype 1B and 7 strains
Strains 86-1411 and WF83 showed an identical profile of both capsular and
lipopolysaccharidic antigens. However, strain 90-3182 showed a similar reaction as
shown by the reference serotype 1A (4074) strain with anti-WF83 serum (Figure 6).
The serotype 4 strain (M62) showed one-way capsular polysaccharidic cross-reaction
with anti-WF83 serum (results not shown). Reference strain WF83 and field strain
86-1411 showed an 1identical profile of both capsular polysacharidic and
lipopolysaccharidic antigens in Western blot (Figure 6 and 7). Strain 90-3182 shared
capsular polysaccharide with reference strain WF83 (Figure 6); but shared neither
capsular nor somatic antigens with strain 86-1411 (Fig 7).

Results of the Western blot analysis shown in Figure 8 presented evidence of an
identical profile of both capsular and somatic antigens of serotype 1A (4074) and
field strain 90-3182 with antiserum against 90-3182.

Tricine SDS-PAGE was used to further characterize the serotype identity of strain
90-3182 by determining its core type. Strain 90-3182 was found to possess the same
core type (type I) as possessed by the serotype 1A reference strain. Whereas, strain
86-1411 possessed the core type II as that possessed by the serotype 7 reference

strain.
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4. DISCUSSION

More than 5000 strains of 4. pleuropneumoniae (APP) isolated from lung lesions of
pigs that died because of acute pleuropneumonia have been serotyped in our
laboratory during the last several years. At present, strains isolated from acute
infections are predominantly serotypes 5 and 7 with an average percentage of 45 and
32 respectively (Mittal et al., 1998). Figure 1 demonstrates that the number of
serotype 7 isolates in 1999 has tripled as compared to those m 1990.

Various techniques used for serotyping have their own limitations. Although all of
these methods may be reliable, they present some disadvantages such as the time
needed to perform the test or the cost of sera and reagents. COA, ID and IHA tests
are routinely used in our laboratory for serotyping APP strains. The ID test is used all
over the world as a confirmatory test for serotyping APP isolates. ID and IHA tests
require only clear cell-free soluble antigens. The ID test was used because of its high
specificity, the THA test was chosen because of it's high sensitivity to measure
antibodies against soluble antigens. (Mittal et al., 1988). The THA test is efficient to
detect agglutinating antibodies of both IgM and IgG types, whereas, the COA test is
used primarily to detect antibodies of the IgG type (Mittal ez a/., 1988). The COA test
was found to be satisfactory for serotyping both rough and smooth strains, and was
found to be more rapid, more specific and more sensitive than the rapid slide
agglutination test for serotyping A. pleuropneumoniae (Mittal et al., 1987). The IHA
test has been found suitable for studying the antigenic relationship among strains of
different serotypes of A. pleuropneumoniae (Mittal et al., 1983b; Nielsen. and
O'Connor, 1984; Gutierrez et al., 1991). The Growth agglutination (GA) test could be
used for characterizing surface antigens for non-autoagglutinating strains, whereas,
the serum soft agar (SSA) test was found useful to characterize surface antigens of
both autoagglutinating and non-autoagglutinating strains, as well as to differentiate

strains showing different surface antigens (Figure 4). Both GA and SSA methods
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were found to be suitable serological tests to characterize most superficially located
surface antigens because of the use of live bacterial cells instead of killed cell
suspensions or cell extractions routinely used in conventional serological tests. Both
GA and SSA method have been used earlier by various workes to study the surface
antigens of various microbes. However, these 2 tests have not been used earlier for

surface characterization of 4. pleuropneumoniae.

Strains of APP possess several antigens, some of which are shared by different
serotypes. Serotyping of APP is based on identification and characterization of
serotype-specific antigens.Strong cross-reactions between serotype 7 strains and
those of other serotypes have been observed (Mittal and Bourdon, 1991; Gottschalk
et al., 1998). Precise identification of serotype 7 becomes extremely important
especially in view of the recently observed strong cross-reactions between serotypes
7 and 1 strains ( Mittal and Bourdon, 1991; Gottschalk ez al., 1999). In view of the
fact that serotype 1 is recognized as the most virulent serotype involved in acute
swine pleuropneumonia and that serotype 7 isolates are the second most prevalent in
north America, such cross-reactions may cause a great deal of problems in both
serotyping and serodiagnosis. It is not uncommon to encounter serotype 7 strains,
which give confusing and contradictory results in serotyping because of the presence
of strong cross-reactions.

Serotype 7 is generally considered to be less virulent than serovars 1 and 5 (Frey and
Nicolet, 1990). Rogers et al. (1990) indicated that 2 Australian isolates of serovar 7
were of lesser virulence than those of serotype 1 but of similar virulence to serovars 2
and 3. However, several studies have indicated that within any given serovars, there
may be striking differences in the virulence of isolates (Bertram, 1985; Brandreth and
Smith, 1987; Komal and Mittal, 1990). Rosendal et al. (1985) concluded from their
experimental studies that there was little difference in the virulence between serovars
1,2 and 7.

Nielsen et al. (1996) demonstrated by latex agglutination and IHA tests the presence

of identical capsular polysaccharidic epitopes between the serotype 2 reference strain
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(S1536), and strain 7317 representative of the 9 serotype 2 isolates examined.
However, ID test showed an antigenic relationship with the seotype 7 reference
strain (WF83). Analysis by SDS-PAGE and immunoblot of LPS from strains S1536,
WFS83 and 7317 showed that strains WF83 and 7317 had an identical smooth LPS
ladder pattern and they proposed the strain 7317 to be designated as K2:07.
Gottschalk et al. (2000) studied 3 isolates of APP (1B, 27E and 26B) on the basis of
their cross-reactions in ID, COA, and THA tests. Isolates 1B and 27E showed cross-
reactivities with antisera against serotypes 1 and 7, but the 26B isolate showed cross-
reactivities with antisera against 1, 7 and 4. Using serotype-specific monoclonal
antibodies (Mabs) in dot-ELISA, isolates 1B and 27E were recognised by two
different serotype 1-specific Mabs (directed to capsular epitopes) as well as by
serotype 7 and serotype 4/7-specific Mabs (directed against O-chain LPS epitopes).
Isolate 26B reacted with serotype 1-specific CPS Mab and with the O-chain LPS
serotype 4/7-specific Mab. None of the isolates reacted neither with a serotype 1 O-
chain LPS specific Mab nor with a serotype 7-CPS specific Mab. In order to confirm
further, ELISA-inhibition test was used and the results obtained indicated that all
three isolates possessed serotype 1-related CPS and serotype 7-related O-chain LPS
antigens. In addition, isolate 26B also possessed serotype 4-specific O-chain LPS
epitopes. Strains 1B and 27E were proposed to be designated as K1:07 and strain
26E as K1:07/4.

Results shown in Table 1 indicate the existence of several common antigens between
serotype 7 field strains and those of other serotypes. Based on the presence of
common epitopes, serotype 7 strains have been divided into 6 groups (Table 2).
Results obtained are in complete agreement with those reported by Mittal and
Bourdon (1991). The significance of the results shown in Table 2 in the present study
lies in the fact that more than half of the serotype 7 strains isolated from cases of
acute pleuropneumonia reacted strongly with antiserum against serotype 1B (ISU158)
but not with antiserum against 1A (4074 and ATCC 2708). Until recently serotype 1

was considered as the major cause of swine pleuropneumonia in north America



42

(Mittal et al., 1992; Mittal et al., 1994). These results indicate that pigs infected with
some strains of serotype 1 (mainly those of serotype 1B) could give false positive
results in serology for serotype 7. Thus, this observation should be taken into
consideration for both serotyping and serodiagnosis. The majority of serotype 7
(>98%) field isolates did not present any evidence of cross-reactivities with reference
strains of serotype 1A (4074 and ATCC 2708) in any of serological tests used. Based
on the results shown in Table 2, it is suggested that the use of antiserum against
serotype 1A reference strains (4074 and ATCC 2708) could be helpful for
differentiating between strains of serotype 1 and 7. The IHA test was found to be the
most reliable serological test to characterize serotype specific antigens (Mittal et al.,
1983b; Gutierrez et al., 1991; Mittal et al., 1993). The implications of the
heterogeneity of the strains described above for serodiagnosis and vaccination would

require further studies.

Strain 86-1411 showed strong reactions with rabbit antiserum against serotype 7
reference strain WF83 in both SSA and GA tests, but not with antisera against other
serotypes, whereas strain 90-3182 reacted equally well in both SSA and GA tests
with antisera against reference strains of both serotypes 1B and 7. Antiserum against
strain 90-3182 also reacted in both SSA and GA tests with reference strains of
serotypes 1A, 1B and 7 (Results not shown). These observations prompted us to

further study this strain which showed two-way cross-reactions in various tests.

Perry et al. (1990) studied the detailed structure of specific capsular polysaccharide
and cellular lipopolysaccharide components of different serotypes of APP. They
reported that a specific LPS antigenic O-chain component was always associated with
a specific capsular polysaccharide. They further suggested that serotypes of APP
could be more rigorously defined by specifications of both their capsular
polysaccharide and cell well LPS antigenic characteristics. The APP 90-3182 strain
was isolated from pig tonsils from a chronically infected herd and was identified

earlier as serotype 7 in our laboratory based on various serological tests used. In view
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of the strong reactivity shown by strain 90-3182 in all the serological tests with
antisera against serotypes 1 and 7; it was decided to characterize both capsular and
somatic antigens using Western-blot analysis as a well as Tricine SDS-PAGE.
Although strain 90-3182 was strongly positive for both serotypes 1 and 7, results of
Western-blot clearly characterized this strain as showing a profile identical with

serotype 1A and not with serotype 7.

Jacques et al. (1996) suggested the presence of 2 core types in APP based on
separation of lipopolysaccharides (LPS) by Tricine SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis, which has been shown to improve resolution of low molecular mass
migrating bands. Strains representing 12 serotypes of APP were divided into two
groups according to the gel mobility of the core lipid A region of their LPS. The first
electrophoretic core type (type 1) was found in serotypes 1, 6, 9 and 11. The second
electrophoretic core type (type II) was found in serotypes 2, 3,4, 5,7, 8, 10 and 12.

Strain 90-3182 possessed the same core (type I) as that possessed by serotype 1 and
strain 86-1411 possessed a core type II as that possessed by serotype 7 (Results not
shown). Since serotype 7 field strain 86-1411 showed a precipitation line partially
identical with reference strain WF83 in ID test. Strain 86-1411 was found to give an
antigen profile identical to reference strain WF83 in both SDS-PAGE and western-
blot using antisera against both strains. The results of both western blot and tricine
SDS-PAGE clearly demonstrated that strain 90-3182 belonged to serotype 1A and
not to serotype 7 as identified earlier by conventional serological tests, whereas,
strain 86-1411 belonged to serotype 7 as identified by other serological tests. The
reference serotype 1 strain (1A and 1B) did not show any reactivity with anti- WF83
serum in the CIE, IHA, RDE, SSA and GA assays (Results not shown). Whereas,
strain 90-3182 showed strong reactions with antisera against both serotypes 1A and 7
reference strains in all these tests. Results of further characterization of strain 90-
3182 showed that this strain reacted equally well with antisera against both serotypes

1 and 7 in all the serological tests used.
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Observed apparent serological cross-reactions between APP serotypes 4 and 7 may
be due to the presence of antibodies to their LPS components since their LPS O-
chains are both structurally similar being composed of repeating tetrasaccharide units
with identical trisaccharide residues forming a common backbone (Perry et al.,
1990). Previous investigations have attributed apparent serological cross-reactivity
between different serotypes to common LPS antigens (Mittal, 1990). Gottshalk et al.
(1998) used monoclonal antibodies to demonstrate the existence of commons
epitopes to both serotypes 4 and 7 of APP located on O-chain LPS. One- or two-way
cross-reactions between serotypes 4 and 7 and those between serotypes 7 and 1, 9, 10
or 11 may affect the reliability of serotyping and serodiagnostic results. Although in
most cases it is not difficult to identify the serotype-specific antigens, because of their
stronger antigenic activity compared with cross-reacting common antigens, which are
only minor in nature. Usually, a combination of two or more serological tests is able

to identify serotype specific antigens in strains showing strong cross-reactivity.

Currently used serological tests are specific and sensitive to identify type-specific
antigens but may give confusing results for serotyping some strains. In such cases, it
is recommended to use Western blot assay as a confirmatory test to identify serotype
specific capsular and somatic antigens. Identification and characterization of the type
specific and cross-reacting common antigens may help in the precise and accurate

serotyping of APP as well as in the correct serodiagnosis of swine pleuropneumonia.
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Table 1. Serological reactivity of Actinobacillus pleuropneumoniae reference and field strains
of serotype 7 representing various groups using rabbit hyperimmune sera against all the known
12 serotypes of A. pleuropneumoniae.

NRS
of serotype 7 | Tests Rabbit hyperimmune sera against reference strains of serotypes Control
used 14 1B 2 3 4 5) 6 7 8 9 10 11
98-7773A | COA R 3+ - 5 5 = - 4+ - 3 - - - E
1D 3 - = S = - - + = - - - Y E
IHA 0 0 0 0 0 0 0 800 O 0 0 0 0 B
CIE - - - - - - - + - - = - - B
RDE - - - - - - - + - - - - - -
SSA - - - - ; -+ - ; - E . -
GA* + + + + + + + + + + + + + sl
WIEF83 | COA B 2+ - - - - - 4+ - - = f : A
D - + - - - - - + - 2 : z E, #
THA 0 0 0 0 0 0 0 1600 0 0 0 0 0 =
CIE - - - - . -+ - . i 4 - 2
RDE - + - : - d - + - 2 g ; : :
SSA - - - - . -+ : : ! 2 = :
GA - - - - - - 2 + = - = - = =
98-1102 COA 2+ 2+ - - 2+ . = 3+ - e i - L -
1D - - - - + - - - - L - a - -
IHA 0 0 0 0 0 0 0 400 0 0 0 0 0 8
CIE - - = - - - - + . - - E - s
RDE ) + - - + - - + i . i B = -
SSA - - - - = - = + e = z & H -
GA - - - - = - - + ’ = i - - -
96-2462 COA - 3+ - - 3+ B i 4+ & - i 7 - .
ID - + - - + - - + - - - - - &
IHA 0 0 0 0 0 0 0 400 0 0 0 0 0 -
CIE . - = - . - - + = - = - -
RDE - + a - + - - + - - - - - -
SSA - — - - 4 i & + M i = - . -
GA - - - - . : 5 + - d - = S -
97-2629 | coA - 2+ . 2 % 4% @ : 34 - = ;
D - - - - - - 5 + = - = = - -
THA 0 0 0 0 0 0 0 400 0 0 0 0 0 =
CIE = - @ a = -+ - 5 A - = -
RDE = + - - + i - + - - 3 = = -
SSA = - - J i = 2 + i - z S 3 -
GA - - - - = - E + = - . - = -
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90-3182 COA 3+ - - - - - - 3+ = + N 3+
D + - - - + + - + - - - -
THA 800 0 0 0 0 0 0 800 0 200 O 100 0 -
CIE + - - - - - - + - - - - - -
RDE + - - - + - - + = - - + - =
SSA + - - - - + - - - = - -
GA + + - - - -

3+ and 4+ indicate the intensity of the reaction in the COA test, + indicates positive reaction in the ID, CIE,
SSA and GA tests.

indicate negative reaction .

sontrol) = Normal rabbit serum control.

igglutinating strain in GA test



Table 2. Grouping of Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 7 field strains based on

their cross-reactivities with other serotypes in the immunodiffusion test

Group

Rabbit hyperimmune sera against reference strains of

No of

Strains

Group I
Group II
Group 111

Group IV

Group V

Group VI

21

69

15

17

56

13
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Table 3. Effect of absorption of rabbit hyperimmune sera against reference and field
strains of A. pleuropneumoniae serotype 7 with homologous and heterologous strains of

serotype 7 as detected by immunodiffusion test

strain Anti-WF83 Anti- 86-1411
absorbed with absorbed with
Nil WE§3 86-1411 Nil WE83 86-1411
WES83 + P - + E »

86-1411 + 3 } 4 ] .




55

Table 4. Results of the immunodiffusion test using purified capsular antigen and rabbit
hyperimmune sera against reference and two selected field strains of Actinobacillus

pleuropneumoniae serotype 7.

Rabbit antisera Capsular antigen of strain
against strains WFS§3 90-3182 86-1411
WES3
v + =
90-3182
+ + -
86-1411
+ & +

— = identical precipitation line

- = Negative
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Figure 3 . Distribution of different serotypes of A. pleuropneumoniae isolated from lung lesions

of acute porcine pleuropneumonia in Québec.
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Figure 4: Representing results of serum soft agar test.

Tube 1 Agar containing non capsulated strain 101 of Escherichia coli and normal rabbit
Serum showing compact colonies.

Tube 2 Agar containing capsulated reference strain 4074 of A. pleuropneumoniae serotype 1 and
normal rabbit serum showing diffuse (mucoid) colonies.

Tube 3 Agar containing capsulated reference strain WF83 of 4. pleuropneumoniae serotype 7
and normal rabbit serum showing diffuse (mucoid) colonies.

Tube 4 Agar containing capsulated reference strain WF83 of A. pleuropneumoniae
serotype 7 and rabbit hyperimmune serum against WF83 of A. pleuropneumoniae.

Showing compact colonies.
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Figure 5. SDS-PAGE and Western blot analysis of whole-cell preparations of reference
and field strains of Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 7 probed with rabbit
hyperimmune serum against serotype 7 reference strain.

WF83 (lane 1), 90-3182 (lane 2), 86-1411 (lane 3), 98-c827 (lane 4), 97-A714 (lane 5),
95-4590 (lane 6), 97-1061 (lane 7)
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Figure 6. Western blot analysis of proteinase-K- treated whole-cell preparations of
Actinobacillus pleuropneumoniae probed  with rabbit hyperimmune serum against
serotype 7 reference strain, WF83.

90-3182 (7) (lane 1), WF83 (7) (lane 2), M62 (4) (lane 3), SHY85-77 (1) (lane 4), 86-
1411(7) (lane 5), ISU158 (1B) (lane 6), 4074 (1A) (lane 7).
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Figure 7. Western blot analysis of proteinase-K- treated whole-cell preparations of
Actinobacillus pleuropneumoniae probed  with rabbit hyperimmune serum against
serotype 7 field strain 86-1411.

90-3182 (7) (lane 1), WF83 (7) (lane 2), M62 (4) (lane 3), SHY85-77 (1) (lane 4), 86-
1411(7) (lane 5), ISU158 (1B) (lane 6), 4074 (1A) (lane 7).
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Figure 8. Western blot analysis of proteinase-K- treated whole-cell preparations of
Actinobacillus pleuropneumoniae probed  with rabbit hyperimmune serum against
serotype 7 field strain 90-3182

SHY85-77 (1) (lane 1), 86-1411 (7) (lane 2), 90-3182 (7) (lane 3), WF83 (7) (lane 4), M62
(4) (lane 5), ISU158 (1B) (lane 6), 4074 (1A) (lane 7).
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Plus de 5000 souches d'4. pleuropneumoniae isolées a partir de lésions
pulmonaires des porcs morts d'une pleuropneumonie aigué, des amygdales ou
cavités nasales d’animaux provenant de troupeaux infectés chroniquement ont été
sérotypées au Québec au cours des dernieéres années. Mittal et al. (1998) ont
publié une étude statistique, montrant que les sérotypes 5 et 7 sont les plus

dominant avec 39.25 et 36.4 %, respectivement.

La sérotypie d'A. pleuropneumoniae est basée sur l'identification et la
caractérisation de l'antigéne spécifique de sérotype. Toutefois, l'existence de
plusieurs antigenes communs, partagés par différents sérotypes, explique les
réactions croisées. De fortes réactions croisées entre le sérotype 7 et les autres
sérotypes ont €té rapportées par Mittal et Bourdon (1991) et Gottschalk et al.
(1998). Une identification précise du sérotype 7 est d'une importance capitale,
surtout apres l'observation de la réaction croisée entre les souches des sérotypes 7
et 1 (Mittal et Bourdon, 1991; Gottschalk et al., 1999). De telles réactions peuvent

créer des problémes au niveau de la sérotypie et du sérodiagnostic.

Le sérotype 7 est généralement considéré moins virulent que les sérotypes 1 et 5
(Frey et Nicolet, 1990). Roger et al. (1990) rapportent 'existence de 2 isolats
australiens du sérotype 7 qui sont moins virulents que le sérotype 1, mais qui ont
une virulence similaire a celles des sérotypes 2 et 3. Plusieurs études ont rapporté
l'existence d'une variation de la virulence au sein d'un méme sérotype (Bertram,
1985; Brandreth et Smith, 1987; Komal et Mittal, 1990). Quant a4 Rosendal et al
(1985), ils concluent de leurs expériences qu'il y a peu de différence de virulence

entre les sérotypes 1, 2 et 7.

Nielsen et al. (1996) démontrent par les tests d’agglutination avec des billes de
latex et IHA la présence d'un épitope polysaccharidique capsulaire identique entre
la souche de référence du sérotype 2 (S1536) et la souche 7317 qui représente 9

isolats du sérotype 2, alors que le test ID montre une relation antigénique avec la
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souche de référence du sérotype 7 (WF83). L'analyse des LPS par SDS-PAGE et
Immunobuvardage des souches S1536, WF83 et 7317 indique l'existence d'un
LPS lisse identique entre la souche 7317 et WF83 d'ou la souche 7317 a été
désignée K2:07. Gottschalk er al. (1999) ont étudié 3 isolats atypiques (1B, 27E
et 26B) en se basant sur les réactions croisées dans les tests ID, COA et IHA. Les
isolats 1B et 27E présentent une réaction croisée avec l'antisérum contre les
sérotypes 1 et 7, mais 26B donne une réaction croisée avec l'antisérum contre les
sérotypes 1, 7 et 4. En utilisant les anticorps monoclonaux (AcMo) dans le test
dot-ELISA, les isolats 1B et 27E sont reconnue par deux AcMo differents
spécifiques au sérotype 1 (dirigés contre un épitope de la capsule) ainsi que par
celui du sérotype 7 et I’ AcMo spécifique au sérotype 4/7 (dirigé contre un épitope
de la chalne O du LPS). L'isolat 26B réagit avec I’AcMo produit contre la capsule
spécifique du sérotype 1 et avec 1’AcMo produit contre la chaine O du LPS
spécifique au sérotype 4/7. Aucun des isolats ne réagit avec la chaine O du LPS
spécifique au sérotype 1. Ces résultats ont été confirmés par le test d’inhibition
d'ELISA d'ou la désignation des isolats comme suit: souche 1B et 27E étant

K1:07 et la souche 26B étant K1:07/4.

Le tableau I montre l'existence de plusieurs antigénes communs partagés par les
souches de champ du sérotype 7 et les autres sérotypes. En se basant sur ces
réactions croisées, nous avons pu diviser les souches du sérotype 7 en 6 groupes.
Ces résultats concordent exactement avec ceux rapportés par Mittal et Bourdon
(1991). Toutefois, le tableau Il montre le pourcentage de chacun de ces groupes.
On remarque que plus de la moitié (56 %) des souches de champ réagissent avec
'antisérum produit contre la souche de référence 1B (ISU158), mais ne montrent
aucune réaction croisée avec celui produit contre 1A (4074 et ATCC 2708). Ces
résultats démontrent qu'une sérologie du sérotype 7 peut amener a une confusion,
car un porc infecté par le sérotype 1 (incluant ceux du sérotype 1B) peut donner de
faux résultats pour le sérotype 7. La majorité des souches de champ (98%) ne

donnent aucune réaction croisée dans tous les tests sérologiques avec la souche de
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référence 1A (4074 et ATCC 2708) (tableau II). En se basant sur cette derniére
observation et pour éviter toute confusion entre les sérotypes 1 et 7 on
recommande 1'utilisation de l'antisérum contre la souche de référence 1A (4074 et
ATCC 27088). En ce qui concerne les tests utilisés jusqu'a maintenant, les tests
dTHA et CIE sont reconnus pour leurs capacités de détecter l'antigéne spécifique
au sérotype, en éliminant la majorité des réactions croisées (Gutierrez et al.,

1991; Mittal ef al., 1993).

A partir des résultats obtenus, nous avons choisi 2 souches qui paraissaient
différentes: la premiere souche, 86-1411, donne une identité partielle avec
l'antisérum produit contre la souche de référence, et la deuxiéme souche (90-3182)
réagi de la méme facon avec l'antisérum produit contre les deux souches de
référence des sérotypes 7 et 1. La souche 86-1411 réagi fortement avec l'antisérum
produit contre la souche de référence du sérotype 7 (WF83) dans les tests SSA et
GA, mais ne montre aucune réaction avec les autres sérotypes. Cependant, la
souche 90-3182 donne une réaction identique avec l'antisérum produit contre les
deux souches de référence 1(1A et 1B) et 7 et de la méme fagon I'antisérum
produit contre la souche 90-3182 réagit avec les deux souches de référence 1 et 7.
Cette souche a été choisie car elle donne une réaction croisée dans les deux sens

dans tous les tests sérologiques.

Le test de GA a été utilisé pour la caractérisation de 'antigéne capsulaire pour les
souches non autoagglutinantes, alors que le test SSA a été utilisé pour caractériser
aussi bien les souches agglutinantes que non autoagglutinantes et pour différencier

les souches selon l'antigéne de surface.

Les résultats du Tableau III, montrent que les deux antigénes (86-1411 et WF83)
ne sont pas capables d'absorber complétement I'antisérum produit contre
I’homologues et I'hétérologues. Ce qui indique que les deux souches ne sont pas

complétement identiques. L'utilisation de I'antigéne capsulaire purifié dans le test
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ID, a permis de voir que la capsule est impliquée dans cette réaction (Tableau IV).
Perry et al. (1990) étudient les détails de la structure des composantes des
polysaccharidiques capsulaires et des lipopolysacharides de différents sérotypes
d'A. pleuropneumoniae et rapportent que l'antigéne O du LPS est souvent associé

avec l'antigene spécifique au polysaccharide capsulaire.

La caractérisation de 'OMP des souches de champ du sérotype 7 en SDS-PAGE
et immunobuvardage révele qu'il n'y a pas de différence significative avec la
souche de référence (Figure 5). L'utilisation de I'immunobuvardage avec l'anti-
WF83 montre clairement que 86-1411 et WF83 possédent le méme profil
antigénique, alors que la souche 90-3182 montre une réaction croisée due a la
capsule (Figure 6). En utilisant 1’anti-86-1411, les méme réactions ont été
observées avec les souches 86-1411 et WF83, alors que pour la souche 90-3182
aucune réaction croisée apparente n’a ¢été¢ notée (Figure 7). La figure 8 montre
clairement que la souche 90-3182 posséde exactement le méme profil antigénique
que la souche 1A et non celle du sérotype 7. Afin de vérifier ces résultats, un
antisérum contre la souche de référence 1A a été utilisé et les mémes résultats ont

été obtenus.

Jacques et al. (1996) suggerent la présence de deux types de noyau
oligosaccharidique parmi les sérotypes d'APP, en séparant les lipopolysacharides
(LPS) par Tricine SDS-PAGE, ce qui a pour effet d'augmenter la résolution des
bandes de faible poids moléculaire. Les douze sérotypes d'APP ont été divisés en
deux groupes selon la mobilité du lipide A du LPS. Les sérotypes 1, 6, 9 et 11
possédent un noyau de type I, alors que les sérotypes 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10 et 12
possédent un noyau de type II.

La souche 90-3182 possede le méme type du noyau que la souche du sérotype 1
(noyau type I) alors que la souche 86-1411 posseéde le méme noyau que la souche

du sérotype 7 (noyau type II).
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L'existence des réactions croisées, que ce soit dans un sens ou dans les deux sens
entre les sérotypes 4 et 7 ou les entre sérotypes 7 et 1, 9, 10 et 11 peut affecter la
fiabilité des résultats du sérotypage et du sérodiagnostic. Dans la majorité des cas
il n'est pas difficile d'identifier 'antigéne spécifique au sérotype a cause de sa forte
réaction antigénique comparée i celle d'une réaction croisée due a un antigéne
commun qui est de nature mineure. Cependant, dans le cas d'une forte réaction
croisée, la combinaison de deux ou de plusieurs tests sérologiques est nécessaire

pour identifier 'antigéne spécifique au sérotype.

Dans la présente étude les tests GA et SSA ont été utilisés pour la premiere fois
pour le sérotypage. Ce sont des tests simples, faciles et qui ont démontré leur
fiabilité et leur efficacité pour la détection de l'antigéne spécifique situé a la
surface. Cette fiabilité est attribuée a l'utilisation de la bactérie vivante augmentant
ainsi la spécificité de l'interaction de la surface antigénique et l'anticorps
correspondant.

1l a également été démontré que I’épreuve d’immunobuvardage peut étre utile.
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