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Actinobacillus pleuropneumoniae (App) est 1’agent étiologique de la
pleuropneumonie porcine, une infection pulmonaire contagieuse chez les
porcs. Parmi les nombreux mécanismes de virulence retrouvés chez les
bactéries, la formation de biofilms joue souvent un rdle important dans la
pathogenese. Il a été récemment démontré qu’ App avait la capacité de former
des biofilms in vitro. Dans notre laboratoire, la formation de biofilms par App
a été évaluée en microplaques dans différents milieux de culture. Nous avons
démontré que la souche de référence de sérotype 1 est capable de former des
biofilms. Le but de ce travail est d’identifier des geénes impliqués dans la
biosynthése et dans la régulation de 1’expression des biofilms chez App.

L’objectif de cette étude était de générer une banque de mutants d’ App
4074NalR a I’aide du transposon mini-77/(. Cette banque de 1200 mutants a
¢té¢ criblée a l’aide du modele in vitro de formation de biofilms en
microplaques et en tubes : 24 mutants démontrant une formation de biofilms
modifiée par rapport a la souche mére App 4074NalR ont été sélectionnés et
identifiés, nous permettant ainsi de localiser le site d’insertion du transposon.
Une analyse a permis d’identifier de nouveaux geénes impliqués dans la
biosynthese et dans la régulation de ’expression des biofilms chez App. Notre
criblage a permis d’identifier 16 génes connus impliqués dans la formation de
biofilms chez App (hns) ou chez d’autres pathogenes (potD2, ptsl, tig and
rpmF) mais également de nouveaux genes impliqués dans la formation de
biofilm (APL_0049, APL 0637 and APL 1572). Une caractérisation plus
poussée de ces genes nous permettra d’améliorer la compréhension des

mécanismes impliqués dans la formation de biofilm chez App.

Mots clés: Actinobacillus pleuropneumoniae /| biofilm / criblage /

mutagéneése / génes.
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A. pleuropneumoniae (App) 1is the causative agent of porcine
pleuropneumonia, a contagious pulmonary infection in swine. Among the numerous
virulence mechanisms found in bacteria, the formation of biofilms often plays an
important role in pathogenesis. It has been recently demonstrated that App has the
ability to form biofilms in vitro. In our laboratory, the formation of biofilms by App
has been evaluated in microplates under different growth conditions. We showed
that the reference strain of serotype 1 is capable of forming biofilms when cultured in
a specific growth medium. The objective of this work is to identifiy genes implicated

in the biosynthesis and regulation of biofilm formation in App.

The objective of this study was to generate a mutant library of App using the
mini-77/0 transposon. A total of 1200 mutants has been screened with the help of in
vitro models for biofilm formation which use microtiter plates or test tubes; 24
mutants exhibited modified biofilm formation when compared to the parental strain
4074NalR. The selection and identification of these mutants allowed the
identification of the insertion site of the transposon. Analysis revealed novel genes
implicated in biosynthesis and regulation of the biofilm formation in App. Our screen
allowed the identification of genes already associated in biofilm formation of App
(hns) or other pathogens (potD2, ptsl, tig and rpmF). Genes (APL_0049, APL 0637
and APL _1573) that have not yet been associated with biofilm formation were also
identified. Further characterization of the genes mentioned above would permit a

greater understanding of the mechanisms implicated in biofilm formation of App.

Key words: A. pleuropneumoniae, biofilm, screen, mutagenesis, genes.
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INTRODUCTION



La pleuropneumonie porcine due a Actinobacillus pleuropneumoniae (App)
est une maladie répandue mondialement, fréquente, hautement infectieuse et qui
engendre des pertes économiques importantes pour 1’industrie porcine. En général,
parmi les nombreux mécanismes de virulence utilisés par les bactéries pathogenes, la
formation de biofilms joue un role important dans la pathogen¢se. Le biofilm permet
de voir les microorganismes en tant que communauté organisée, dynamique et
caractérisée par un changement radical de phénotype. Par exemple, les biofilms
acquierent des propriétés qui leur sont spécifiques, notamment 1’acquisition d’une
résistance accrue aux antibiotiques, aux désinfectants et a de nombreux stress. Ceci
pose de graves problémes en santé humaine, parce que les biofilms peuvent se
former sur plusieurs types de supports (implants médicaux, ...) et étre a ’origine
d’infections chroniques. Au-dela de ces problémes, les biofilms sont impliqués dans
de nombreux phénomenes tels que la colonisation et la transmission de la bactérie.
Ce qui implique de reconsidérer les stratégies thérapeutiques et vaccinales. Beaucoup
d’études portant sur les biofilms ont été réalisées sur divers pathogeénes humains mais
peu de données sont disponibles a ce sujet chez App.

Le but de cette étude est de proposer un axe de recherche sur la
problématique des biofilms chez App en vue d’obtenir une meilleure compréhension
des mécanismes de formation des biofilms et de développer de nouvelles stratégies
de controle contre la pleuropneumonie porcine.

Le criblage d’une banque de mutants isogéniques d’A. pleuropneumoniae
devrait nous permettre d’identifier les genes impliqués dans 1’expression du biofilm
et de mieux cerner son role dans la pathogénie. Ce projet consiste donc a générer une
banque de mutants d’App 4074 NalR obtenus par mutagénése a l’aide d’un
transposon mini-7n/0. Cette banque est par la suite criblée a 1’aide du modéle in
vitro en microplaques dans le but d’identifier des genes impliqués dans la

biosynthése et la régulation du biofilm.



RECENSION DES ECRITS



Les productions agricoles animales sont souvent exposées a de nombreux
pathogeénes qui causent des infections majeures ce qui entraine par le fait méme des
pertes  €économiques importantes pour les producteurs. Actinobacillus
pleuropneumoniae est 1’agent étiologique de la pleuropneumonie porcine, une
infection pulmonaire trés contagieuse chez les porcs. Une revue de littérature a été

réalisée afin de présenter mon projet de recherche.

1. ACTINOBACILLUS PLEUROPNEUMONIAE

1.1 Généralités

En 1957, Pattison et al (Pattison 1957) isolent, de Ilésions de
pleuropneumonie porcine, une bactérie qui sera dénommée Haemophilus-like avant
d’étre inscrite sur la liste officielle des dénominations bactériennes sous le nom de
Haemophilus pleuropneumoniae. En 1978, Bertschinger et Seifert (Bertschinger
1978) isolent un cas de pleuropneumonie ressemblant & Mannheimia (Pasteurella)
haemolytica. Ces deux bactéries, présentent des analogies phénotypiques et par
hybridation ADN-ADN, (Pohl 1983) montrent que ces bactéries appartiennent a une
unique espece fortement apparentée a Actinobacillus lignieresii et que cette nouvelle
espece est ¢éloignée de ’espece type du genre Haemophilus. Compte tenu de ces
données, les chercheurs ont proposé un nouveau genre/espece, Actinobacillus

pleuropneumoniae comprenant deux biotypes (voir la section 3).

1.2 Famille des Pasteurellaceae
A. pleuropneumoniae, est une bactérie faisant partie de la famille des

Pasteurellaceae. Cette derniére est constituée de plusieurs genres dont Actinobacillus,
Haemophilus, Pasteurella et Mannheimia qui sont tous pathogeénes pour une grande
variét¢ d'animaux, y compris lhomme, et qui causent diverses maladies

caractéristiques (Taylor 1999).

1.3 Caractéristiques phénotypiques
A. pleuropneumoniae est un petit cocobacille ou un petit bacille, Gram

négatif, non sporulé, non mobile, capsulé, se présentant de manicre isolée, en paires
ou en courtes chaines. La bactérie est anaérobie facultative et son métabolisme est de
type fermentatif. Un caractére positif est noté pour 'oxydase, l'uréase généralement
rapide et intense (exceptionnellement, il est possible d'isoler des variants uréase

négative), 'ONPG, la réduction des nitrates et des nitrites, la phosphatase alcaline,



l'acidification du fructose, du mannose, du saccharose et du xylose. Les souches d’4.

pleuropneunmoniae sont réparties dans deux biotypes :
Q> le biotype 1 pour les souches NAD dépendantes

Q{> le biotype 2 pour les souches NAD indépendantes

Ce dernier biotype requiert cependant la présence de certains précurseurs du
NAD. Il existe 13 sérotypes du biotype 1 (1 a 12 et 15) et 2 sérotypes du biotype 2
(13 et 14) (Blackall, Klaasen et al. 2002) (Schaller, Kuhn et al. 1999). Mais
néanmoins certains s€rotypes peuvent se retrouver dans les deux biotypes. Ces
sérotypes se basent sur la structure du LPS et des polysaccharides capsulaires (Perry
1990). Tous les sérotypes causent la pleuropneumonie et sont répartis en fonction de
leur localisation géographique. En Amérique du Nord ce sont les sérotypes 1, 5 et 7
qui sont prévalents alors qu’en Europe et au Japon, le sérotype 2 est le plus souvent
retrouvé (Dubreuil, Jacques et al. 2000). Les sérotypes d’A4. pleuropneumoniae et
leur prévalence en Amérique du Nord ont été répertoriés récemment (Gottschalk

2007).

1.4 Les infections chez les porcs
A. pleuropneumoniae est un agent infectieux de 1’appareil respiratoire du porc

et la pleuropneumonie est une des affections majeures en élevage porcin dans le
monde. La maladie en général touche des porcs a I’engraissement agés de plus de 12
semaines ainsi que les porcelets. Le mode de transmission s’effectue lors de contacts
rapprochés ou par aérosols. Apres une durée d’incubation variant de quelques heures
a quelques jours, la maladie évolue sous trois formes cliniques principales :

La forme suraigué débute par des signes généraux (hyperthermie de I’ordre de
41 a 42°C, abattement, anorexie) et éventuellement par de la diarrhée et des
vomissements de courte durée. Les animaux se couchent, la peau est cyanosée.

La forme aigué présente une évolution moins rapide mais souvent se
transforme en une forme chronique. Les animaux en général présentent un syndrome
respiratoire grave avec dyspnée et toux. L’évolution clinique est trés variable d’un
animal a un autre et les porcs qui survivent deviennent des porteurs asymptomatiques
qui excretent les germes restés présents au niveau des lésions pulmonaires, des
amygdales et des cavités nasales.

La forme chronique se développe généralement aprés des signes cliniques de

la phase aigué. On observe des retards de croissance, la présence ou non de fievre et



une toux sporadique. La bactérie est présente dans des lésions pulmonaires
nécrotiques et peut envahir les voies respiratoires antérieures et les amygdales.
Toutes les lésions causées par la pleuropneumonie porcine sont

principalement localisées au niveau de I’appareil respiratoire.

1.5 Détection et traitement
La titration d’anticorps dirigés contre A. pleuropneumoniae chez les porcs

infectés est réalisé par des tests sérologiques ELISA et les tests de fixation du
complément (Sidibe, Messier et al. 1993). Néanmoins ces méthodes de détection
peuvent conduire a des réactions croisées entre sérotypes (Perry 1990). Le
sérotypage des souches isolées se fait grace a des tests de coagglutination (Mittal,
Higgins et al. 1983) (Sidibe, Messier et al. 1993). D’autres techniques sont utilisées
comme les billes de polystyréne paramagnétiques couplées a des anticorps dirigés
contre A. pleuropneumoniae (Gagné, Lacouture et al. 1998) et des techniques de
PCR ont ét¢ développées permettant la détection de génes codant pour des protéines
d’A. pleuropneumoniae (Fittipaldi, Broes et al. 2003) (Zhou, Jones et al. 2008).

Les antibiotiques comme Ila quinolone, céphalosporine, tiamuline,
chlortétracycline, ceftiofure, tilmicosine, enrofloxacine et la pénicilline G permettent
de traiter les porcs et de prévenir I’infection d’A. pleuropneumoniae mais on observe
de plus en plus de résistance acquise a divers antibiotiques notamment la tétracycline

(Scwartz 2004).

II. LES FACTEURS DE VIRULENCE

La pathogénicit¢ d'A. pleuropneumoniae, comme celle d'autres bactéries
pathogenes d'ailleurs, est multifactorielle. Différents facteurs de virulence incluant
les polysaccharides capsulaires, les lipopolysaccharides, les exotoxines (hémolysines
et cytotoxines), les protéines membranaires et les facteurs d'adhésion jouent un rdle
important (Haesebrouck, Chiers et al. 1997, Nicolet 1990, Bossé, Janson et al. 2002,
Jacques 2004). Des différences de virulence entre les sérotypes et méme a l'intérieur
du méme sérotype ont souvent été observées. Il a été suggéré que ces différences
soient dues a la structure de la capsule, a la composition du LPS ou au type

d'hémolysine (Rosendal, Boyd et al. 1985).



2.1 La capsule
La spécificité des sérotypes d'A. pleuropneumoniae est déterminée par les

polysaccharides capsulaires et mise en évidence a l'aide de diverses techniques telles
l'agglutination et la coagglutination. Ces polysaccharides sont formés d'unités
répétées d'oligosaccharides chargés négativement dii aux acides carboxyliques ou
aux phosphates (Fedorka-Cray, Stine et al. 1993). La composition et la structure de la
capsule du sérotype 1 a 12 d’A. pleuropneumoniae a été déterminé (Altman, Brisson

et al. 1992) (Figure 1).
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Figure 1 : Structure du polysaccharide capsulaire retrouvé chez A. pleuropneumoniae du sérotype 1

(Altman, Brisson et al. 1992).

La capsule d'4. pleuropneumoniae est d'une épaisseur variant de 80 a 230 nm
dépendant du sérotype. Jacques et al. ont suggéré que la différence dans la quantité
de polysaccharides capsulaires pourrait expliquer des variations dans la virulence
notée entre les sérotypes (Jacques, Foiry et al. 1988). La capsule joue un role
important car elle protége les bactéries de la phagocytose et est considérée comme
¢tant la barriére de défense principale de la bactérie contre les mécanismes humoraux

de I'hote (Inzana, Ma et al. 1988).

Figure 2 : A. pleuropneumoniae au microscope électronique a transmission (source : laboratoire M

Jacques).



2.2 Le lipopolysaccharide (LPS)
Les LPS sont des molécules complexes faisant partie de la membrane externe

des bactéries a Gram négatif. Le LPS (ou endotoxine) est composé de trois parties
bien définies : le lipide A, le noyau oligosaccharidique et la chaine O-spécifique. Les
deux derniers composants forment la partie polysaccharidique, laquelle est reliée a la
partie lipidique.

Le lipide A : le composant lipidique des endotoxines, est en fait le principal
constituant de la couche externe de la membrane externe des cellules bactériennes.
Ce lipide A permet ’ancrage du LPS dans la membrane externe. Il est responsable du
pouvoir toxique et du pouvoir immunostimulant des endotoxines.

Le noyau oligosaccharidique :

Une étude de Jacques et al (Jacques 1996), basée sur la mobilité électrophorétique et
'antigénicité, suggere la présence de deux types de noyau oligosaccharidique chez
les LPS d'A. pleuropneumoniae. Ceci a par la suite été confirmé lorsque les
structures des noyaux oligosaccharidiques ont été déterminées (Michael, Brisson et al.
2004). Le noyau oligosaccharidique (OS) est composé d’un noyau interne (la partie
liée au lipide A) et d’un noyau externe (la partie généralement liée a la chaine O-
spécifique). Ce noyau OS est la partie charniére entre le lipide A et I’antigéne O.

Le noyau interne est composé de deux sucres inhabituels : I’heptose, qui posséde 7
atomes de carbone, et le KDO (I’acide 2-céto-3-désoxyoctonoique). Le KDO (un
octose) est un sucre unique toujours présent dans les LPS. Chez 4.
pleuropneumoniae, ce noyau présente des similitudes dans sa composition entre les
différents sérotypes (Michael, Brisson et al. 2004). Celui-ci est composé de L-
glycéro-D-manno-heptose li¢ a un résidu KDO. Cette structure est également
retrouvée chez d’autres Pasteurellaceae (Brisson, Crawford et al. 2002).

Le noyau externe est pour sa part composé d’hexoses (Raetz and Whitfield 2002).
La biosynthése du noyau externe est controlée par plusieurs génes de I’opéron waa.
En général dans tous les types de noyaux identifiés chez certains pathogeénes, on
retrouve un glucose comme premier résidu qui est ajouté par la glucosyltransférase
WaaG. D’autres glycosyltransférases codées par les génes waaOTWV vont par la
suite catalyser 1’¢longation du noyau externe par I’ajout séquentiel de résidus glucose
ou galactose essentiellement par des liaisons o. Des études ont montré le role de ce
noyau dans I’attachement de la chaine O, mais il a été montré que le noyau interne

pouvait également servir de site d’attachement a 1’antigéne O. Ce site, composé d’un



résidu galactose de I’antigéne O a été identifi¢ au niveau du noyau interne chez A.

pleuropneumoniae de sérotype 5a (Michael, Brisson et al. 2004).
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Figure 3 : Structure du noyau OS retrouvés chez A. pleuropneumoniae du sérotype 1 (Michael,

Brisson et al. 2004).

2.3 L’antigéne O
La chaine O-spécifique est le segment le plus variable du LPS. Chez A.

pleuropneumoniae, la chaine O est un polymeére d’unités répétées comprenant de 1 a
8 résidus glycosyl (Jacques 1996).

Une souche bactérienne présentant de longues chaines est dite lisse alors
qu'une souche sans antigéne-O est qualifié¢e de rugueuse. Ainsi, chez 4.
pleuropneumoniae, les sérotypes 2, 4 et 7 ont un LPS lisse, les sérotypes 1 et 5 ont
un LPS semi-rugueux et les sérotypes 3 et 6 ont un LPS rugueux. La structure du
LPS des sérotypes 1 a 12 d’A. pleuropneumoniae a été précédemment identifiée
(Dubreuil, Jacques et al. 2000) (Perry 1990). L’antigéne-O du sérotype 1 est un
polymere branché d’unités répétées d’un tétrasaccharide composé de L-
rhamnopyranosyl, de D-glycopyranosyl et de 2-acétamido-2-désoxy-B-D-glucose
(2:1:1).
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Figure 4 : Structure de I’antigéne-O chez le sérotype 1 d’A4. pleuropneumoniae. Adaptée de (Perry
1990) (MacLean, Perry et al. 2004).

Une étude de MacLean a permis d’identifier 1’antigéne-O du sérotype 13

comme ¢étant un polymere d’unités répétées d’un tétrasaccharide composé de résidus
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de L-rhamnose, de 2-acétamido-2-désoxy-D-galactose, et de D-galactose (1:1:2)
(MacLean, Perry et al. 2004). L antigéne-O du sérotype 14 est un polymere d’unités
répétées d’un disaccharide composé d’une chaine de B-D-galactofuranose substitué
en position 2 par un résidu D-galactopyranose (MacLean, Perry et al. 2004). La
structure de 1’antigéne-O du sérotype 15 est semblable a celle des sérotypes 3 et 8 et
consiste en un polymere linéaire d’unités répétées d’un pentasaccharide constitué de
2 résidus D-glucose et de 3 résidus D-galactose (Perry, MacLean et al. 2005).

Une étude de notre laboratoire a permis d’identifier, une région de 18 cadres
ouverts de lecture chez A. pleuropneumoniae de sérotype 1 potentiellement
impliquée dans la biosynthese de 1’antigéne-O (Labrie, Rioux et al. 2002).

Récemment une étude (Ramjeet, Deslandes et al. 2005) a montré que le LPS
est impliqué dans de nombreux mécanismes de virulence comme la colonisation, la
résistance aux peptides antimicrobiens et 1’activité cytotoxique. Cette étude suggére
que le LPS contribue grandement a I’inflammation lors de la pleuropneumonie

porcine en permettant la synthése de cytokines proinflammatoires.

2.4 Les mutants LPS
Une étude (Rioux, Galarneau et al. 1999) a identifi¢ le LPS comme étant

I'adhésine majeure d'A. pleuropneumoniae impliquée dans 'adhérence aux cellules
du tractus respiratoire porcin. Le but de cette étude était d'isoler et de caractériser des
mutants au niveau de la biosynthése des LPS en utilisant le transposon mini-7%10.
Sept mutants possédaient des LPS rugueux (dont deux possédaient un profil similaire
sur Southern blot) tandis qu'un autre mutant exprimait les LPS de haut poids
moléculaire et possédait une bande additionnelle dans la région du noyau
oligosaccharidique-lipide A, comme observé par électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de Tricine et de SDS. Les mutants LPS ¢étaient sensibles
a différents degrés au sérum normal de porc tandis que la souche mére était résistante
au sérum. L'utilisation de coupes congelées de trachée de porcelet indique que les
mutants possédant des LPS rugueux ont adhéré similairement ou en plus grand
nombre que la souche meére. Cependant, un mutant adhérait significativement moins
que la souche mere et était aussi moins virulent chez le porc. Le géne affecté par le
mini-77/0 chez le mutant #5.1 est ga/U, géne codant pour 1'UTP-a-D-glucose-1-
phosphate uridylyltransférase impliquée dans la biosynthése du noyau

oligosaccharidique. L'analyse de complémentation confirme que les caractéristiques
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phénotypiques du mutant #5.1 sont le résultat de l'inactivation du géne galU. L’étude
des mutants rugueux a démontré que la perte de l'antigéne-O ne semble pas éEtre
nécessaire a l'adhérence d'4. pleuropneumoniae aux cellules du tractus respiratoire
porcin mais qu'un noyau oligosaccharidique complet pourrait étre requis. A notre
connaissance, ces mutants isogéniques déficients au niveau de la biosynthése des

LPS sont les premiers a étre isolés chez 4. pleuropneumoniae.

2.5 L’acquisition du fer
En général, les bactéries acquierent le fer indispensable a leur croissance

grace a des sidérophores. Les souches d’4. pleuropneumoniae des biotypes 1 et 2 ne
synthétisent pas de sidérophores. Néanmoins des chercheurs (Diarra, Dolence et al.
1996) ont montré qu’une souche du sérotype 1 et une souche du sérotype 5 d’A.
pleuropneumoniae étaient capables de produire des sidérophores. Le fer
extracellulaire est généralement li¢ a des glycoprotéines telles que la transferrine ou
la lactoferrine. En revanche au niveau intracellulaire, le fer est stocké par des
protéines qui contiennent I’héme (comme dans 1’hémoglobine molécule composée de
quatre sous-unités, chacune d’entre elles liées de fagon covalente a un atome de fer).
D’autres mécanismes de captation du fer sont connus chez les bactéries et certains
d’entre eux existent chez A. pleuropneumoniae (Jacques 2004).

Certaines espeéces des genres Actinobacillus, Haemophilus, Moraxella,
Neisseria, cultivées dans des milieux carencés en fer expriment a leur surface deux
protéines de membrane externe, nommés Tbp : transferrin-binding proteins. La Tbp 1
est une protéine transmembranaire et la Tbp 2 est une lipoprotéine ancrée dans la
membrane externe grace a sa partie lipidique. Ces deux protéines semblent agir en
synergie pour capter le fer lié¢ a la transferrine. Les Tbp d’A4. pleuropneumoniae sont
spécifiques a la transferrine porcine ce qui expliquerait, en partie, la spécificité
d’hote.

Au cours de linfection, 4. pleuropneumoniae produit des toxines
hémolytiques permettant la libération de 1’hémoglobine qui sera utilisée comme

source de fer par la bactérie.
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Figure 5: Représentation schématique de ’acquisition du fer chez A. pleuropneumoniae (Bossé,
Janson et al. 2002).

On sait que HgbA est une protéine de la membrane externe qui semble étre
impliquée dans la captation de ’hémoglobine par A. pleuropneumoniae. (Srikumar,
Mikael et al. 2004; Shakarji, Mikael et al. 2006) (Figure 5). HgbA posséde des sites
de fixation pour I’héme (Srikumar, Mikael et al. 2004). Une étude a montré que le
geéne hgbA est présent chez tous les sérotypes d’A. pleuropneumoniae (Srikumar,
Mikael et al. 2004) (Shakarji, Mikael et al. 2006) et d’autres analyses ont permis de
montrer qu’il est surexprimé en condition de restriction en fer (Deslandes, Nash et al.
2007). Le répresseur Fur a un site de liaison au niveau du promoteur d’hghA
permettant de confirmer la régulation de son expression par le fer. Des études
d’infections expérimentales ont montré qu’un mutant hgh4 du sérotype 1 était
atténué (Shakarji, 