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Mot de |la direction

C’est avec plaisir que nous vous présentons le Bulletin de
recherche et développement 2000-2005 du Réseau canadien
de recherche sur les bactéries pathogénes du porc. Le Réseau
a été le premier effort de recherche collectif regroupant des
spécialistes sur les maladies bactériennes porcines a travers le
Canada. Le principal objectif du Réseau a été d’établir une
collaboration nationale qui a permis de partager les
connaissances et expertises dans le but de développer de
nouveaux produits destinés a améliorer la santé des troupeaux
de porcs canadiens. A ses débuts, le Réseau comptait plus d’une
trentaine de chercheurs provenant de 11 institutions de
recherche incluant I’Atlantic Veterinary College, la Faculté de
médecine vétérinaire de I'Université de Montréal, I'Ontario
Veterinary College et le Vaccine and Infectious Diseases
Organization (VIDQ). Le financement a été supporté pour une
période de 5 ans (2000-2005) par le Conseil de recherches en
sciences naturelles et génie du Canada (CRSNG), par les
associations provinciales de producteurs de porc, par Elanco
santé animale, Pfizer santé animale et I'Institut de biotechnologie
vétérinaire et alimentaire de I'Université de Montréal (IBVA).
Depuis sa création, neuf nouveaux chercheurs et un nouveau
partenaire industriel se sont joints au Réseau. L'addition de
nouveaux membres et d’un nouveau partenaire démontre
clairement le dynamisme que le Réseau avait et qu’il posséde
toujours.

Les membres, les différents comités. de méme que le centre
administratif du Réseau ont été trés actifs a différents niveaux.
Nos efforts se sont concentrés sur le controle des principales
maladies bactériennes du porc en augmentant nos
connaissances sur les bactéries pathogénes, en développant de
nouveaux outils diagnostiques et en améliorant et développant
de nouveaux vaccins. En utilisant différentes approches
moléculaires, plusieurs nouveaux facteurs de virulence tels que
des adhésines, protéases, nucléases et récepteurs pour le fer ont
été identifiés. Voici quelques faits saillants du Réseau :

e Les membres du Réseau ont formé plus d’une centaine de
Personnel Hautement Qualifié (PHQ) dans des domaines tels
que la pathogenése bactérienne, biologie moléculaire,
vaccinologie et techniques de diagnostic moléculaire.

e Plus de 20 étudiants aux cycles supérieurs ont obtenus soit
un dipldme de maitrise ou un dipldme de doctorat

e 5 brevets ont été déposés
e Plus de 20 tests de diagnostic moléculaire on été développés,

validés et transférés a des laboratoires de diagnostic les
mettant ainsi a la dispositions des usagers

e Plus de 70 articles ont été publiés a ce jour dans des journaux
de références dont plus de moitié résulte de la collaboration
de 2 membres ou plus du Réseau

e De nouvelles formulations pour des vaccins ont été
développées

¢ Prevtec Microbia, une compagnie « spin-off », a été créée

De toute évidence, le Réseau a accompli des réalisations
remarquables. Non seulement nous avons réussi a accomplir
des travaux de recherche de trés haut niveau, mais aussi a
amener une collaboration nationale d’'un océan a l'autre entre
chercheurs ayant un méme intérét, soit les maladies
bactériennes du porc. A notre connaissance, ce genre de
collaboration n’existe nulle part ailleurs dans le monde. Alors
que nous nous concentrions sur lidentification et Ila
caractérisation des facteurs de virulences de plusieurs bactéries
pathogenes porcine et leur utilité pour le diagnostic et la
prévention, de nouveaux défis sont apparus. Plusieurs
questions et problemes portant sur des maladies complexes
affectant l'industrie canadienne porcine demeurent sans
réponse. Afin de poursuivre I'excellent travail fait par le Réseau
et aborder ces nouvelles problématiques, nous avons décidé
d’élargir notre programme de recherche a lintérieur d’un
nouveau réseau appelé Réseau canadien de recherche sur les
maladies infectieuses du porc (SIDNet). La mission de SIDNet
est d’appliquer des approches transdisciplinaires de recherche
pour mieux comprendre et contrdler les maladies infectieuses
du porc afin d’augmenter la compétitivité de I'industrie
Canadienne porcine.

Nous voudrions réitérer notre appréciation et reconnaissance au
CRSNG de méme qu’a tous nos partenaires pour cette aventure
qui aura duré 5 ans. Notre appréciation va aussi aux membres
du Conseil d’administration, du Comité scientifique, du Comité
international d’évaluation et a notre personnel. Finalement,
j’aimerais remercier tous les chercheurs. Aprés tout, ils
constituent le cceur et 'ame du Réseau et sans eux, il n’y aurait
pas eu de Réseau!

Mario Jacques, Ph.D
Université de Montréal
Professeur et directeur du Réseau

Christian Toupin, Ph.D

Centre de recherche et de développement sur les aliments,
Agriculture et Agroalimentaire Canada

Président du conseil d’administration
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Gestionnaire du Réseau
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Bactériophages dirigés contre Escherichia coli 0149 causant la
diarrhée en période de post-sevrage chez le porc

Coordonnateurs du projet : Dr Carlton Gyles, Université de Guelph ¢ Dr Robert M. Friendship, Université de Guelph ¢ Dr Josée Harel, Université de Montréal

¢ Faits saillants ¢

e 9 Dbactériophages lysant des Escherichia coli 0149

entérotoxicogénes (ETEC) ont été isolés

* Les phages et combinaisons de phages choisis ont diminué de
fagon significative la diarrhée induite expérimentalement chez des

- " L , porcs sevrés, par une inoculation avec ETEC
* Les bactériophages ont été caractérisés selon leur morphologie,

leur profil de digestion suite a une digestion enzymatique avec une
endonucléase

* Notre étude est la premiére a isoler et caractériser des phages
dirigés contre E. coli 0149 ETEC et a démontrer I'efficacité de ces
phages contre la diarrhée en période de post-sevrage chez les
porcs

¢ Introduction

L'augmentation de la résistance aux agents antimicrobiens de
plusieurs bactéries entraine un choix limité dans I'usage de
ceux-ci pour traiter certaines maladies chez les animaux
comme chez 'humain. Le probléme de la multirésistance aux
agents antimicrobiens a été largement documenté dans le cas
de la souche E. coli entérotoxicogene (ETEC) causant la
diarrhée chez le porc. Nous avons ciblés les ETEC porcins du
sérogroupe 0149 pour la sélection et I'évaluation des
bactériophages qui pourraient étre utiles comme traitement
prophylactique et comme thérapie contre la diarrhée post-
sevrage (DPS) chez le porc. ETEC 0149 est responsable de
plus de 90% des DPS chez le porc et est également associé a
de séveres manifestations de la maladie en Ontario et ailleurs
dans le monde. Le but de cette étude était de sélectionner des

phages actifs contre ETEC 0149, de les caractériser de et les
tester contre des infections expérimentales de DPS dues a
ETEC 0149.

Matériel et méthodes

Figure 1: Bactériophages

Neuf phages capables de lyser ETEC 0149
ont été isolés a partir de lisier et de féces de
porcs. Six (N1-N6) ont été choisis pour étre
testés contre ETEC 0149:H10 et trois (07-
09) ont été choisis pour étre testés contre
ETEC 0149:H43. Ces phages ont tous une
téte icosaédrique, un cou, une queue
contractile et des fibres de queue ce qui les
classe dans la famille des Myoviridae
(Fig.1). Le phage 08 possede une téte plus
grosse et une queue plus petite que les
autres phages. Le profil obtenu suite a une
digestion  enzymatique avec  une
endonucléase a démontré que les phages
N1-N6 étaient similaires et distincts des
phages 07-09. La taille du génome des
phages N est estimée entre 42 et 50 kb. Le

génome du phage N1 est en cours de
séquencage.

Les phage N1 a N4 ont lysé 84 des 85
souches d’ETEC 0149:H10 (provenant de
cas séveres de DPS en Ontario) alors que
les phages N5 et N6 ont lysé les 85
souches. De fagon générale, les phages N
n’ont pas été tres efficaces contre la souche
ETEC 0140:H43 qui a été isolée au cours
des années 70-80 (Tableau 1). Les trois
phages 0 se sont avérés efficaces contre 41
des 42 souches d’ETEC 0149:H43 mais
généralement non efficaces contre les
souches ETEC 0149:H10. Des tests
effectués sur des souches non-ETEC 0149
et la collection ECOR ont démontré que les

phages N1, N3, N5 et N6 possédaient un
spectre d’hote plus large que celui des
phages N2 et N4. Tous les phages ont
survécu a une exposition a un pH variant de
5 a 9 mais seulement les phages N1, N2,
N4 et O7 ont survécu a une exposition a un
pH variant de 3 a 4. Les mutants ETEC
0149 résistants aux phages ont été testés
pour leur résistance a d’autres phages.
Nous avons trouvé que les ETEC 0149:H10
qui étaient résistantes aux phages N3-N6
demeuraient sensibles aux autres phages
mais qu’une résistance contre le phage N1
s’accompagnait d’une résistance au phage
N4 alors que la résistance au phage N2
s’accompagnait d’une résistance a tous les
autres phages N.



Tableau 1. Activité des neufs bactériophages dirigés contre la souche ETEC 0149 et d’autres souches d’E.coli.

Souches E. coli

N1 N2 N3
ETEC 0149:H10 (85) 99 99 99
ETEC 0149:H43 (42) 12 0 0
ETEC non-0149 (37) 35 3 24
collection ECOR (72) 68 5 38

Des phages uniques et une combinaison de phages ont été testés
pour leur efficacité contre des infections expérimentales par des
ETEC 0149:H10 chez des porc sevrés. Les phages testés ont été
choisis selon leur résistance a I'acidité et leur résistance croisée.
Du bicarbonate de sodium a été administré oralement aux porcs
avant 'administration d’ETEC. Nous avons comparé, chez 69 porcs,
les réponses au traitement sans phage et au traitement effectué 15

Activite des phages (% de souches lysées)

N4 N5 N6 07 08 09
99 100 100 99 19 1
0 7 12 98 95 86

18 27 30 35 41 24
9 o1 57 ND ND ND

minutes aprés I'administration des ETEC. Les résultats démontrent
que l'utilisation d’un phage unique ou la combinaison de différents
phages permet de réduire de fagon significative la durée et la
Sévérité de la diarrhée. Ceci se traduit par une réduction de la perte
de poids observée suite a une infection par ETEC 0149:H10. Les
phages ont été retrouvés dans les féces pendant 4 a 6 jours suivant
l'infection.

Résultats et discussion

Les efforts se sont concentrés sur I'ETEC 0149:H10 étant donné qu’elle est la
principale ETEC pathogéne associée a la DPS chez le porc. De plus, elle est
reliée aux récentes maladies sévéres observées en Ontario et au Québec. Les
résultats démontrent, que les bactériophages que nous avons isolés, sont
susceptibles d’étre efficaces pour le traitement et la prévention de la DPS
associée a 0149 et autres ETEC chez le porc. De plus, I'excrétion de phages
dans les féces peut contribuer a la réduction de la contamination de
I’environnement par ETEC 0149 provenant du porc.

e Mémoires et Theses

e Jamalludeen, N. 2005. Isolation, characterization and
evaluation of bacteriophages for use against 0149
enterotoxigenic Escherichia coli post-weaning diarrhea
in pigs. These de doctorat. University of Guelph. En pré-
paration.

e Noamani, B. 2002. M.Sc. Maitrise. Virulence Genes in
Porcine 0149 Enterotoxigenic Escherichia coli.
University of Guelph. Guelph, Ontario

e Publications ¢

e Amezcua, R., R. M. Friendship, C. E. Dewey, C. L. Gyles, and J. M. Fairbrother. 2002. Presentation of post-weaning E.
coli diarrhea in southern Ontario, prevalence of hemolytic E. coli serogroups involved and their antimicrobial resist-

ance patterns. Can. J. Vet. Res. 66:73-78.

e Amezcua, R., C. E. Dewey, R.M. Friendship, C.L. Gyles. 2002. A case-control study investigating risk factors associ-
ated with postweaning Escherichia coli diarrhea in southern Ontario. J. Swine Health and Prod. 10: 245-249.

e Maynard G, J.M. Fairbrother, S. Bekal, F. Sanschagrin, R.C. Levesque, R. Brousseau, L. Masson, S. Lariviere, and J.
Harel. 2003. Antimicrobial resistance genes in enterotoxigenic Escherichia coli 0149:K91 isolates obtained over a 23-
year period from pigs. Antimicrob Agents Chemother. 47:3214-3221.

* Noamani, B.N, J. M. Fairbrother, C. L. Gyles. 2003. Virulence genes of 0149 enterotoxigenic Escherichia colifrom out-
breaks of postweaning diarrhea in pigs. Vet Microbiol. 97: 87-101.




e Faits saillants ¢

e Démonstration de I'émergence d’'un nouveau groupe
d’Escherichia coli plus virulent et plus résistant aux
antibiotiques, qui cause la diarrhée en période de post-sevrage
chez le porc.

* Développement du Coliprotec, un vaccin vivant oral constitué
d’une souche d’E. coli F4-positive et non toxinogene, pour la
prévention de la diarrhée post-sevrage (DPS) chez le porc

Escherichia coli est I'une des plus
importantes causes de diarrhée en
post-sevrage (DPS) chez le porc.
Cette maladie cause de lourdes
pertes économiques attribuables a
la mortalité, la morbidité, la perte de
poids des animaux et aux colts des
médicaments. Les E. coli causant la
diarrhée en post-sevrage
appartiennent généralement au
sérotype 0149 et sont porteurs de
'adhésine F4 (K88), qui permet
I'adhésion de la bactérie a l'intestin.
Ces dernieres années, une
augmentation de I'incidence de cas
séveres de diarrhée associée a
E. coli a été observée a I'échelle
mondiale. Cependant, les facteurs
responsables de cette

* Développement d’'un modele expérimental de DPS

¢ Introduction

totalement connus. On peut
compter parmi ces facteurs
I’émergence de clones d’E. coli
0149 plus virulents et résistants et
de récents changements dans la
régie de la production porcine. La
résistance accrue de nombreuses
bactéries a une gamme élargie
d’antibiotiques couramment utilisés
en production et la récente hausse
de la prévalence et de la sévérité des
syndromes en  post-sevrage
nécessiteront  l'utilisation  de
méthodes alternatives pour le
controle de la DPS. On compte
parmi les nouvelles stratégies de
vaccination, I'immunisation orale
des porcelets avec des souches
vivantes non virulentes d’E. coli

ou avec des fimbriae F4 purifiés. A
ce jour, aucune stratégie n’a
totalement prouvé son efficacité. |l
est fort probable que I'approche qui
aura le plus de succeés sur la ferme
sera celle qui saura combiner des
modifications dans la diéte des
animaux a dautres mesures
préventives.

Dans le but d’identifier la cause de
nouvelles épidémies, notre groupe a
comparé des souches d’E. coli 0149
causant la diarrhée chez le porc et
isolées de 1978 a 2000. De plus, les
objectifs du projet étaient de
développer un vaccin vivant et un
vaccin sous-unitaire oral, tous deux
basés sur la présence du fimbriae

recrudescence ne sont pas porteur de l'adhésine fimbriaire (F4) F4.

Matériel et méthodes

Caractérisation des souches d’E. coli 0149

Plus de 150 souches d’E. coli 0149 associées a la diarrhée chez le porc, isolées
inclusivement de 1978 a 2000, ont été caractérisées par sérotypage, virotypage
(identification des facteurs de virulence). Les relations génétiques entre ces
différentes souches ont été évaluées par clonotypage a I'aide d’électrophorése
a champs pulsé (PFGE). Nos résultats semblent indiquer que la forme sévere
et émergente des infections entériques associées aux E. coli observée au
Québec, est associée a un nouveau groupe d’E. coli plus virulents et plus
résistants aux antibiotiques. Ce nouveau groupe est détecté depuis 1995.
Comparativement aux « anciens » E. coli associés a la diarrhée, qui étaient
principalement 0149:K91:H43 ou 0149:K91:Ha et qui exprimaient le fimbriae
F4 et les 3 entérotoxines habituelles (STb, LT et EAST-1), le nouveau groupe
d’E. coliest associé au sérotype 0149:K91:H10 et exprime le fimbriae F4, les 3
entérotoxines habituelles, mais en plus, une adhésine putative, Paa et pour
presque la moitié de ces souches, une autre entérotoxine, STa. De plus, les
nouveaux E. coli sont plus résistants a 3 antibiotiques (Apramycine,
Néomycine et Trimétroprime/Sulfa) couramment utilisés pour traiter la DPS.




Vaccin vivant oral

Afin de développer et de tester de nouvelles technologies pour la
prévention de la DPS, nous avons reproduit la maladie dans un
environnement contrdlé. Ce modéle est maintenant couramment utilisé
pour évaluer des technologies alternatives et préventives pour la
prévention de la diarrhée associée a E. coli chez le porc. En utilisant ce
modele, nous avons confirmé que I'administration orale d’une souche
d’E. coli F4-positive non-toxinogene est inoffensive pour les porcs
nouvellement sevrés et les protége contre une infection avec une
souche d’E. coli pathogéne F4-positif causant la DPS. Nous avons
démontré que ce vaccin stimule rapidement la production d’lgM
sécréteur, dans le contenu intestinal et dans la circulation sanguine,
contre le fimbriae F4. Ces anticorps préviennent ainsi I'adhésion du
fimbriae F4 de la bactérie pathogéne au récepteur intestinal, ce qui
prévient la colonisation par la souche pathogéne. Une entreprise
d’essaimage (spin-off), Prevtec microbia, fondée par les Drs Fairbrother

Vaccination orale des porcelets pour la prévention de la DPS
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et Nadeau, a démarré ses activités avec ce vaccin appelé Coliprotec. Le vaccin est en processus pour I'homologation canadienne afin d’étre

commercialisé au Canada.

Vaccin sous-unitaire

Pour commencer, nous avons mis au point une technique
facile, économique et pratique pour purifier les fimbriae F4
en grande quantité. Ensuite, Ces fimbriae purifiés ont été
intégrés dans un systéme de livraison développé a partir de
carboxyméthyl amidon par le Dr Mateescu de 'UQAM.
Nous avons démontré que cette formulation protégeait les

fimbriae F4 dans les fluides gastriques simulés et les
libéraient dans les fluides intestinaux simulés. Nous en
sommes maintenant a la phase de perfectionnement de ce
vaccin sous-unitaire afin de provoquer une réponse
marquée des IgM au niveau intestinal contre les fimbriae F4
et d’engendrer ainsi une protection.

Nous avons développé un modéle
expérimental d’infection a ETEC chez les porcs
sevrés. Plusieurs groupes de chercheurs
avaient tenté de développer un tel modéle,
mais sans succés. Ge modeéle est d’une trés
grande utilité pour étudier la pathogénicité, les
facteurs de virulence et Iefficacité des
vaccins. Il a été utilisé pour démontrer
I'efficacité d’un vaccin a base d’E. coli K88+
vivants, mais non toxique, contre des
infections a ETEC.

Nous avons démontré que ce méme vaccin
est efficace dans les fermes ou la DPS due au
ETEC K88+ se déclare 10 a 14 jours apreés le
sevrage mais pas dans celles ot la maladie

Résultats et discussion

apparait quelques jours seulement aprés le
sevrage. Nos résultats démontrent que
'administration par voie orale d’un tel vaccin
est efficace mais pas en tant que complexe
compétitif.

Nous avons développé un bon nombre de
procédures pour la purification a grande
échelle des pili K88+ qui doivent étre testés en
tant que vaccin contre la DPS due a ETEC.
Nous avons établi une procédure nous
donnant un rendement élevé. Ceci devrait
faciliter les prochaines études sur ce vaccin
sous-unitaire. Nous avons développé un bon
nombre d’outils facilitant I’étude de I'infection

Finalement, une nouvelle méthode de
protection pour le vaccin a base d’antigéne
K88+ a été développée afin de permettre la
libération du vaccin au niveau du petit intestin.
Ce procédé permettra d’accroitre le potentiel
de ce vaccin & induire une forte réponse
d’anticorps au niveau des muqueuses.
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« Fairbrother JM, Nadeau E and Gyles CL (2005). Escherichia
coli in post-weaning diarrhea in pigs: an update on bacterial
types, pathogenesis, and prevention strategies. Animal Health
Research Reviews 6: 17-39.

* Calinescu C, Mulhbacher J, Nadeau E, Fairbrother JM and
Mateescu MA (2005). Carboxymethyl high amylase starch
(CM-HAS) as excipient for Escherichia coli oral formulations.
Eur J Pharm Biopharm. 60(1): 53-60.

* Noamani B, Fairbrother JM and Gyles CL (2003). Virulence
genes of 0149 enterotoxigenic Escherichia coli of post-

weaning diarrhea in pigs. Vet. Microbiol. 97: §7-101. n

a 'ETEC K88+ chez le porc.
Brevet

Fairbrother JM and Nadeau E (2004). International PCT. Use of
live bacteria for growth promotion in animals. United States
Patent Pending, International Publication WO 2005/074706

Commercialisation

Fairbrother JM et Nadeau E (2003). Cofondateurs de Prevtec
microbia inc, une enterprise d’aissaimage (spin-off) dérivée de
I’'Université de Montréal, dont la premiére commercialisation se
fera avec le Coliprotec, un vaccin vivant d’E. coli contre la
diarrhée post-sevrage chez le porc.




Caracterisation de la proteine Paa et de son rdle potentiel dans la
diarrhée causée par Escherichia coli entérotoxicogene

Coordonnateur du projet : Dre Josée Harel - Université de Montréal
Collaborateurs : Dr Patrick Boerlin — University of Guelph ¢ Dr Carlton L. Gyles - University de Guelph ¢ Dr J.D. Dubreuil - Université de Montréal

e Faits saillants ¢

e ['analyse de I'évolution des virotypes et de la résistance
antimicrobienne dans une collection d’Escherichia coli (ETEC)
0149 a démontré une augmentation du nombre de souches multi-
résistantes (en particulier pour la tétracycline) et I'émergence de
nouveaux facteurs de virulence tels que Paa.

 La majorité des ETEC 0149 posséde tetA et/ou tetB

 Paa, une protéine de 30 kDa est hautement conservée et exprimée
dans les souches ETEC

 Toutes ces observations suggérent que paa joue un rdle dans la

» L'ensemble des ETEC 0149 Paa-positifs possede les genes estB, virulence

elt, astA et faeG et plus de la moitié posséde aussi le géne estA.

¢ Introduction e

La souche entérotoxicogéne d’E. coli
(ETEC) posséde deux facteurs de virulence
bien connus, les fimbriae et les
entérotoxines. Les ETEC qui sont
généralement impliquées dans les diarrhées
en période post-sevrage chez le porc
possedent les fimbriae F4 ou F18 et
produisent une combinaison de 4
entérotoxines nommées a) entérotoxine
thermolabile (LT), b) entérotoxines
thermostables STa et STh, et ¢)
entérotoxine entéroaggrégative thermo-
stable (EAST1). Le fimbriae permet
ladhérence aux entérocytes et la
colonisation, tandis que les entérotoxines
causent la diarrhée sécrétrice. Des indices
laissent penser qu’il existe d’autres facteurs
de virulence méconnus.

Un facteur de virulence putatif, codé par le
géne paa, a été identifié dans une souche
EPEC porcine (PEPEC). Ce facteur aurait un
role dans I'adhérence. La protéine Paa de
PEPEC est composée de 252 acides
aminés. Elle est identique a Paa retrouvée
chez des souches E. coli enté-
rohémorragiques (EHEC) 0157:H7 et
présente une homologie avec les protéines
PEB3 de Campylobacter jejuni et AcfC de
Vibrio cholerae. Le géne paa a également
gté détecté dans des souches ETEC
d’origine animale. L’analyse de I'évolution
des virotypes et de la résistance
antimicrobienne dans une collection
d’Escherichia coli ETEC 0149 a montré une
augmentation du nombre de souches multi-
résistantes (en particulier pour la

trétracycline) et 'émergence de nouveaux
facteurs de virulence tels que Paa (F.
Fontaine. E. Nadeau, S. D’Allaire, S. Péres et
J.M.  Fairbrother, en préparation).
Récemment, la caractérisation d’un
plasmide STa-positif, TetA-positif
(pTENT2), provenant d’un isolat ETEC 0149
isolé en Ontario, a révélé que celui-ci
possédait également le géne paa.

Ce projet avait pour objectif de caractériser
la localisation de paa a lintérieur d’une
collection de ETEC 0149:F4 porcins, de
déterminer le degré de conservation de ce
géne et de son association avec d’autres
génes de virulence d’ETEC et de procéder a
la production de Paa a partir de souches
portant le géne.

Materiel et méthodes

Les 37 souches ETEC paa positives utilisées pour notre étude ont
6té sélectionnées a partir d’une collection d’isolats d’E. coli 0149
provenant de porcelets nouveau-nés et de porcs sevrés affectés de
diarrhée. Ces échantillons ont été recueillis de 1980 a 2000 par le
laboratoire d’E. coli situé a la faculté de médecine vétérinaire de
L'Université de Montréal a Saint-Hyacinthe.

Les geénes de virulence associés a I'ETEC porcin i.e estA, estB, elt,
astA, faeG et orfX (que I'on retrouve en aval de paa et des genes de
résistance aux agents antimicrobiens fetA, tetB et tetC sur le
plasmide pTENT2) ont été amplifiés. Nous avons fait migrer les
plasmides ETEC sur des gels d’agarose puis réalisé des transferts
de ces gels sur des membranes. Ensuite, ces derniéres ont été
hybridées avec des sondes, amplicons de génes de virulence et de
génes de résistance a la tétracycline, marquées.

Le séquengage des amplicons paa a été fait par le Dr David W.
Silverside de la faculté de médecine vétérinaire de I'Université de
Montréal a Saint-Hyacinthe. Les alignements multiples des
séquences de paa ont été réalisés avec le programme CLUSTALW
(ClustalW, Service at the European Bioinformatics Institute;
http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

L'expression de la protéine Paa a été testée dans les différentes
souches d’ETEC. Les extraits protéiques obtenus par choc
osmotique ont été analysés par électrophorése SDS-PAGE. Paa a
été détectée par transfert sur une membrane de nitrocellulose
incubée avec les anticorps anti-Paa. La membrane a été nettoyée
trois fois et révélée avec la solution TMB.




Table 1. Genes de virulence et de résistance antimicrobienne dans les souches ETEC 0149 paa*

genes de virulence genes de résistance Nombre de souche positive
paa, estB, elt, astA, faeG — 2
paa, estB, elt, astA, faeG tetB 14
paa, estB, elt, astA, faeG tetA, tetB 1
paa, estB, elt, astA, faeG, estA — 3
paa, estB, elt, astA, faeG, estA tetA 13
paa, estB, elt, astA, faeG, estA tetB 2
paa, estB, elt, astA, faeG, estA tetA, tetB 2

Résultats et discussion

Un total de 37 souches d’E. coli paa positives ont été sélectionnées a partir d’une collection d’ETEC 0149 provenant de porcs diarrhéiques.
Le gene paa est associé aux genes de virulence et de résistance aux antibiotiques chez les ETEC 0149. Toutes les souches possédent les
genes estB, elt, astA et faeG (tableau 1). 21 des 37 souches possedent également le géne estA qui se relie a deux virotypes: astA + et
astA-. A I'exception de 5 souches, toutes possedent les genes fetA et/ou tetB.

Le géne paa est localisé sur un plasmide de 38 a 204 kb chez les ETEC 0149 porcins. Dans les souches EDL933 et Sakai (EHEC 0157:H7),
paa se trouve au niveau de I'llot de pathogénicité relié au phage situé entre yciD et yciE. Les génes

estA, sepA et orfX que I'on retrouve sur pTENT2 sont aussi associés aux plasmides paa que I'on
retrouve dans la collection de ETEC. Le géne sepA code pour une protéine autotransporteur dont

; . S =EE O . ) . Pour plus d’information :
la fonction est encore inconnue et qui est impliquée dans la virulence chez Shigella flexneri. P

Dr Josée Harel

Paa est hautement conservée parmi les souches ETEC et posséde une homologie avec les Paa des Tél.: (450) 773-8521 poste: 18233
souches PEPEC et EHEC. La région qui encadre le géne paa est cependant moins bien conservée Courriel: josee.harel@umontreal.ca
parmi les souches ETEC et est différente chez les souches PEPEC et EHEC. Les régions
« répétitions inversées (IR) » en amont et en aval de paa ETEC ainsi que des répétitions TTG dans

ces IR sont des caractéristiques des séquences d’insertion (IS). Dans les souches ETEC, les génes de virulence codant pour LT, STa, STh
et EAST1 sont associés aux séquences d’insertion. L'association des éléments IS avec paakTEC et le contenu G+C de 44% de la séquence
sont caractéristiques d’un géne de virulence. Paa est exprimée chez toutes les souches ETEC et est plutdt associée a la bactérie que
sécrétée dans le surnageant de culture.
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e Faits saillants ¢

e Le super enroulement de I’ADN joue un rdle sur la transduction
des signaux environnementaux au noyau de la bactérie. En
particulier, il a été démontré que des variations de la température,
de I'osmolarité et de I'accessibilité de I'oxygeéne ont des effets sur

le super enroulement de ’ADN.

e Latopologie de '’ADN est déterminante pour I'expression du géne

fimbriaire F1654.

e Les supers enroulements global et local peuvent affecter d’une
facon significative I'expression du géne fimbriaire.

* Nos résultats démontrent que des changements induits au niveau
du super enroulement de ’ADN sont importants pour le contrdle

de I'expression du gene de virulence fimbriaire chez les souches

Escherichia coli pathogénes et sont impliqués de fagon générale

dans le controle de la virulence bactérienne.

¢ Introduction e

Lors de I'invasion, les bactéries pathogénes
subissent  d’importantes  modifications
physiologiques ce qui nécessite une
coordination de I'expression des génes de
virulence en réponse au stress rencontré au
cours de linfection. Il a été démontré que de
nombreux stress environnementaux tels que le
choc osmotique et I'anaérobiose induisaient
des changements au niveau du super
enroulement de ’ADN. Ceci peut directement
affecter la transcription d’un groupe spécifique
de génes notamment ceux qui jouent un role
au niveau de la virulence bactérienne (porines
extramembranaires et les fimbriae de type 1).

Chez E. coli, le niveau du super enroulement
global est géré par une ADN gyrase composée
de deux sous unités codées par les génes gyrA
et gyrB, lesquels sont influencés par le ratio

ATP/ADP. L'ADN topoisomérase | joue un role
mineur au niveau du super enroulement global
mais elle est aussi responsable de la régulation
de la transcription induite du super
enroulement négatif. UADN gyrase et la
topoisomérase peuvent donc étre impliquées
au niveau du contréle environnemental de
I'expression des facteurs de virulence.

La souche pathogéne E. coli 4787 (0115:FI65)
cause la septicémie chez le porc. La souche
exprime le fimbriae F165 qui est codé par
I'opéron foo. F1654 est connu pour son role

au niveau du processus de linfection en
permettant la survie et la colonisation de la
bactérie au niveau du tractus extra-intestinal.
Plusieurs conditions environnementales, telles
que I'osmolarité, le pH et la température, sont
connues pour moduler I'expression des génes

Matériel et méthodes

fimbriaux tel que foo (Berthiaume et al. 2004;
Daigle et al. 2000; Crost et al. 2003). Il a déja
été démontré que le super enroulement de
’ADN  fluctue selon les conditions
environnementales, il est donc possible que
celui-ci ait un impact sur la synthése du
fimbriae.  F1654 durant le processus

d’infection.

Le but de notre étude a été d’étudier si a la fois
les supers enroulements global et local sont
impliqués dans la régulation de I'expression de
I'opéron foo. Nos résultats démontrent que
des changements, induits au niveau du super
enroulement de '’ADN, ont un effet important
au niveau du controle de I'expression des
génes de virulence fimbriaux chez E. coli et
qu’ils sont généralement impliqués dans le
contrdle de la virulence bactérienne.

Afin de pouvoir étudier I'effet du super enroulement de ’ADN sur I'expression
de I'opéron foo, nous avons construit des fusions chromosomiques LacZ
avec le géne fooB. Afin de moduler a la fois les supers enroulements global
et local, nous avons utilisé des souches isogéniques mutées ou non dans les
génes codant pour la gyrase et/ou I’ADN topoisomérase | (souche sauvage,
gyrB225-, gyrB225-topA-) (Broccoli et al. 2004)

Des études précédentes ont démontré que la méthylation de GATC est
impliquée dans la régulation de la variation de phase de I'expression de foo.
Afin de déterminer si le super enroulement pouvait modifier les séquences de
méthylation de la région régulatrice de foo en corrélation avec la phase de
transcription ON/OFF, des analyses par Southern blot ont été réalisées sur de
’ADN chromosomique des souches lysogéniques MTO08 et des mutants

gyrB et gyrB topA.
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Figure 1: Ce modele, inspiré de celui proposé pour la
variation de phase de pap (va der Woude et al. (1996)),
propose que pour I'expression de foo, le super enroule-
ment local et global interfére au niveau de la protection
des sites de méthylation de GATC et/ou en affectant la
fixation de Lrp a la région de régulation de foo.
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e Julie-Annick Desabrais. 2004. Role des ADN topoisomérases dans
I'expression des génes fimbriaires d’'une souche septicémique de
Escherichia coli. M.Sc. These. Université de Montréal, Montréal,
Québec.

e Marie Catherine Tessier. 2002. Study of the effect of
topoisomerase and DNA topology in fimbrial gene expression and
phase variation. M. Sc These. Université de Montréal, Montréal,
Québec.

Dans le but d’étudier I'influence du super enroulement de ’ADN sur
I'expression de I'opéron foo, nous avons construit des fusions
chromosomiques LacZ avec le gene foo. Lutilisation de souches
isogéniques, nous a permis de moduler le super enroulement
global et local. Nous avons démontré que I'expression de fooB est
grandement diminuée lorsque le super enroulement global négatif
est réduit par une mutation (gyrB225), ce qui diminue ainsi
l'activitt de 'ADN gyrase. La délétion du géne codant pour la
topoisomérase, fopA, a davantage réduit I'expression de fooB. Ces
résultats suggerent qu’autant le super enroulement local que global
peut affecter de fagon significative I'expression de fooB. Ces
résultats s’appuient sur le fait que la méthylation des séquences
d’ADN, au niveau des sites d’interaction de Lrp, est réduite en
I'absence de I'ADN topoisoméase |. De plus, la transcription
divergente d’un puissant promoteur augmente I'expression de fooB
chez le mutant fopA null.

Nos résultats suggérent que

la régulation de foo par

Dam et Lrp est altérée par le

super enroulement. Nous

proposons un modeéle dans

lequel les supers enroulements local et global pourraient intervenir
au niveau de la protection de la méthylation des sites GATC et/ou
en affectant les sites de fixation des séquences régulatrices de foo
(Figure 1).
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* Drolet, M., S. Broccoli, F. Rallu, C. Hraiky, C. Fortin, E. Massé, |. Baaklini (2003). The problem of hypernegative
supercoiling and R-loop formation in transcription. Front. Biosci. 8:d210-21.




Utilisation de deux protéines de surface d’Actinobacillus
pleuropneumoniae pour le développement d’un vaccin sous-

unitaire contre la pleuropneumonie porcine

Coordonnateurs du projet : Dr Mario Jacques, Université de Montréal « Dr James W. Coulton, McGill University
Dr Philip J. Willson, Vaccine and Infectious Diseases Organization (VIDO)

e Faits saillants ¢

* |dentification de 2 nouvelles protéines de surface d’Actinobacillus pleuropneumoniae (FhuA et HgbA) impliquées dans I'acquisition du
fer. Ces deux protéines sont présentes dans tous les sérotypes (1 a 15) et biotypes (I et Il) d’A. pleuropneumoniae étant ainsi de bons
candidats pour la vaccination.

* Une protection a été observée chez les porcs ayant été immunisés avec des formulations contenant une ou les deux protéines.

* Les résultats obtenus confirment le potentiel de ces deux nouveaux antigénes de surface d’A. pleuropneumoniae pour le développement
d’un vaccin sous-unitaire.

e Introduction e

La pleuropneumonie porcine cause d’énormes
pertes économiques a [lindustrie porcine
mondiale. La majorité des vaccins commerciaux
disponibles contre A. pleuropneumonie consiste

nécessaire. Notre groupe a identifié deux
protéines de surface impliquées dans la
régulation du fer, FhuA et HgbA. Le but visé par
ce projet était de développer

un vaccin sous-unitaire basé
sur ces deux protéines et qui
serait en mesure d’offrir une
protection aux animaux
contre tous les sérotypes
d’A. pleuropneumoniae.

en des cellules entieres inactivées par des
traitements thermiques ou chimiques. Ces
vaccins sont habituellement administrés par voie
musculaire ou sous-cutanée et sont reconnus
pour causer des lésions au site d’infection. Par
conséquent, un vaccin efficace, sans risque et
offrant une protection contre I'ensemble des
sérotypes et biotypes d’A. pleuropneumoniae est

A. pleuropneumoniae

\ =

Mateériel et méthodes

Les genes codants pour les protéines FhuA et HgbA ont été clonés a partir d’'une souche d’A.
pleuropneumoniae de sérotype 1. La distribution des 2 genes parmi les 15 souches de
référence d’A. pleuropneumoniae a été déterminée par analyse PCR. De plus, les génes ont
été clonés dans un vecteur d’expression et les protéines recombinantes ont été exprimées
avec Escherichia coli. Les deux protéines recombinantes (FhuAr et HbgAr) ont été formulées
avec un adjuvant mucosal (Proteosome TM, gracieusement fourni par ID Biomedical corp. de
Québec, ville St-Laurent, QC) pour une immunisation par voie intra-nasale chez le porc. Les
protéines recombinantes ont aussi été formulées avec Emulsigen (MVP Laboratories Inc.
Ralston, NE) et ce, avec ou sans immunomodulateur pour I'immunisation intramusculaire ou
intradermale des porcs. Les expériences d’immunisation ont été faites a VIDO (Université de
Saskatchewan). Seize groupes de 6 porcelets ont été immunisés trois fois avec différentes
formulations contenants FhuA et/ou HgbA puis infectés par la souche d’'A. pleuropneumoniae

de sérotype 1 a 'aide d’aérosols.




Nous avons démontré par analyse PCR
que les genes fhuA et hgbA, codant pour
les protéines FhuA et HgbA, sont
conservés et présents dans tous les
sérotypes (1 a 15) et biotypes (I et 1) d’A.
pleuropneumoniae. Leffet protecteur
(diminution des signes cliniques, des
Iésions pulmonaires et de la mortalité) a
été observé suite a une immunisation des
porcs avec certaines formulations telles

Résultats et discussion

que FhuA formulé avec Proteosome
(intranasal), FhuA et HgbA formulées
avec Emulsigen et un immunomodulateur
(intramusculaire). Ces résultats
démontrent le potentiel de ces deux
nouveaux antigénes de surface d’A.

pleuropneumoniae pour le
développement d’un vaccin sous-
unitaire. Une demande de brevet a

d’ailleurs été déposée. D’autres études

doivent étre réalisées afin d’optimiser
I'efficacité des formulations choisies et
de vérifier leur effet protecteur contre des
sérotypes hétérologues.
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e Mikael, L.G. 2002. ldentification and characterization of
the ferric hydroxamate uptake receptor in Actinobacillus
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e Shakariji, L. 2005. FhuA and HgbA, two iron receptors of
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Québec.
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e Faits saillants ¢

* La lectine liant le mannose (MBL-A) et la
ficoline alpha sont les principales lectines

antibactériennes retrouvées dans le sang différentes espéces porcines.

chez le porc.

e Plusieurs séquences génétiques mutées
chez les MBL et ficolines du porc ont été

identifiées.

* Une mutation génétique qui déstabilise la * Des tests PCR pour déceler les génes
structure des MBL-A a été retrouvée chez MBL défectueux ont été développés et

sont utilisés pour mesurer leur impact sur
la susceptibilité des porcs aux différentes

e Des mutations génétiques, associées a maladies infectieuses

de porc.

¢ Introduction ¢

Les lectines a base de collagéne telles que les lectines liant le mannose (MBL) et
les ficolines jouent un rble prépondérant au niveau de l'immunité innée,
particulierement chez les jeunes qui n’ont pas encore développé un systéme
immunitaire spécifique. Les MBL et les ficolines induisent divers mécanismes de
défense chez I'hdte en reconnaissant et liant des structures polysaccharidiques qui
sont communes a diverses bactéries et autres micro-organismes. Certaines
lectines ayant des mutations génétiques sont responsables de certaines
prédispositions génétiques a diverses infections, particulierement chez les enfants.
Nous avons employé des tests d’adhésion bactériens afin d’identifier les
principales lectines antibactériennes chez le porc. Ensuite, nous avons concentré
nos efforts dans le but d’identifier les mutations génétiques qui affaibliraient le
systéme de défense inné aux infections bactériennes primaires et secondaires.

Materiel et méthodes

Différents isolats d’Actinobacillus
pleuropneumoniae, d’Actinobacillus suis et
d’Haemophilus parasuis ont été mis en culture
afin d’isoler et d’identifier les principales lectines
antibactériennes dans le plasma sanguin de
porc. Les protéines ont été identifiées par
séquencage d’acide aminé et spectrométrie de
masse. UARN isolé de foie de porc a été utilisé
pour produire de I'ADNc par RT-PCR et les

une diminution de la production des MBL-
C, ont été trouvées chez certaines races

mutations ont été détectées par analyse SSCP et
par séquencage de ’ADN. Des tests PCR pour
ces mutations, qui affectent la fonction ou
I'expression des genes codant pour les lectines,
ont été développés. Ces tests ont été utilisés
pour surveiller la fréquence des altérations dans
des échantillons d’ADN de porc provenant de
différentes races



Certaines  souches  d’Actinobacillus
pleuropneumoniae se lient a la ficoline
alpha porcine, alors que tous les isolats
d’A. suis et H. parasuis se lient a une
protéine plasmique, la MBL-A porcine. La
MBL-A porcine est principalement
exprimée au niveau du foie. Cette protéine
est codée par le géne de la MBL 1, un
homologue d’un pseudogéne humain
connu. Les analyses SSCP des ADNc de
MBL et ficoline du foie de porc ont révélé
plusieurs polymorphismes de simples
nucléotides (SNP). Un test PCR a révélé
que de 3 a 29% des porcs cliniquement
sains de la principale race commerciale
portaient une mutation au niveau de MBL1
qui perturberait 'assemblage de la MBL-A
porcine. D’autres variantes de SNP au
niveau du gene de la MBL 1 représentent
des marqueurs génétiques potentiels pour
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les locus haplotypes des collectines car
plusieurs lectines du systéme de défense
inné sont regroupées avec la MBL 1 sur le
chromosome 14 du porc. Chez certains
porcs, la MBL-C porcine n’est pas
exprimée au niveau du foie. Ce probléme
est lié a la présence de SNPs au niveau de
la région promotrice du géne codant pour
la MBL 2. Un test RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) effectué
pour ce défaut au niveau du promoteur de
MBL 2 a révélé qu’approximativement 30%
des porcs de différentes races portaient
cette défectuosité pour I'expression de la
MBL-C au niveau du foie. Ces différents
tests génotypiques sont maintenant
utilisés sur différents porcs sains et
malades afin de déterminer s’ils sont des
marqueurs pour la prédisposition aux
infections bactériennes.
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Présence d’Actinobacillus pleuropneumoniae, d’Actinobacillus
suis, d’Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida et

Streptococcus suis dans les troupeaux de porcs en Ontario

Coordonnateurs du projet : Dr Janet MacInnes, Université de Guelph  Dr Robert M. Friendship, Université de Guelph
Dr Marcelo Gottschalk, Université de Montréal

e Faits saillants ¢

* Pratiquement aucun troupeau ontarien n’est infecté par P multocida.

* Presque tous les troupeaux sont H. parasuis et S. suis positifs mais seulement 48% sont positifs pour
S. suis serovar 2.

e Les trois quarts des troupeaux ontariens semblent étre infectés par A. pleuropneumoniae mais avec des
sérovars moins virulents, tels que 3, 7 et 12, que dans les années passées.

e Au moins 18% des troupeaux ontariens sont négatifs a A. suis mais a cause de la nature du test utilisé,
il n’a pas été possible de déterminer combien de troupeaux sont positifs a A. suis.

¢ Introduction ¢

Des échantillons ont été prélevés dans 50
troupeaux faisant partie d’'une étude étalée
sur plusieurs années. Dans cette étude, les
troupeaux ont été sélectionnés de fagon
aléatoire chez 4 000 producteurs de porcs

en Ontario. Le tout a été fait par
stratification de fagon a avoir une
représentation  adéquate des  gros

producteurs (20%) qui produisent plus de
80% des porcs. De plus, certaines fermes
ont été sélectionnées dans le but de fournir
une bonne représentation géographique de
I'est de I'Ontario et de la région de Niagara

ol I'on retrouve moins de fermes. Le but
était d’établir un échantillon de population
qui pourrait représenter I'industrie porcine
ontarienne tant géographiquement que pour
le type d’installation. En se basant sur le
type d’installation, 57% étaient des
maternités - finisseurs et 43% étaient des
multi-sites.  Concernant la taille des
troupeaux, 14% étaient des troupeaux de
100 truies et moins, 57% comptaient entre
100 et 500 truies, 19% comptaient entre
500 et 1000 truies et 10% avaient 1000
truies et plus.

Mateériel et méthodes

Pour chaque ferme, 10 porcelets gés
de 6 semaines ont été sélectionnés de
facon aléatoire et pour chaque
porcelet, 2 écouvillonnages nasaux et
2 écouvillonnages des amygdales ont
été prélevés. Un des deux
écouvillonnages  provenant des
amygdales a été mis en culture sur
un milieu sélectif pour Actinobacillus
spp. L'un des écouvillonnages nasaux
a été utilisé pour la détection de la

toxine de Pasteurella multocida a
l'aide d’un test ELISA Dako PMT,
alors que l'autre écouvillon a été mis
en culture sur un milieu sélectif pour
H. parasuis. Sur ces mémes fermes,
des sérums ont été prélevés chez 10

porcs « finisseurs » afin d’étre
testés pour Actinobacillus
pleuropneumoniae. Nous avons

évalué la présence des différentes
espéces bactériennes en effectuant

des tests PCR et des cultures bacté-
riennes. La recherche d’App de
sérotypes 1 (9, 11), 2, 3 (6, 8), 5a/b,
7 (4), 10 et 12 a été réalisée par des
tests sérologiques par BioVet sur
les 10 sérums de porcs finisseurs
récoltés provenant du méme
troupeau que les porcs engraisseurs
testés.



Bien que les différents milieux sélectifs ont permis de réduire les
contaminants de la microflore récoltée a partir des écouvillonnages
nasaux et des amygdales, nous avons recueilli des mélanges
complexes qui ont nécessité, dans la majorité des cas, une analyse
par PCR pour la détection des agents pathogeénes. L'analyse PCR a
révélé que tous les troupeaux (98%), a I'exception d’un seul, se
sont avérés positifs pour S. suis, mais seulement 48% des
troupeaux I'étaient pour S. suis sérovar 2. Tous les troupeaux sauf
2 ont démontré des signes d’infection a H. parasuis. A I'inverse,
seulement un seul
troupeau s’est avéré
positif a P multocida.
Etonnamment, 76% des
troupeaux sont positifs
pour App et 64% des
troupeaux testés pos-
sédaient des antigénes
pour les sérovars 1
(0,3%), 2 (0,3%), 3
(15%), 5 (6%), 7 (25.5%)
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et 12 (17%). Ces résultats démontrent un réel changement com-
parativement aux années précédentes ou les sérovars 1, 5 et 7
prédominaient. Ceci peut en partie s’expliquer par le fait que les
sérovars 1 et 5 figurent parmi les plus virulents et par conséquent,
les efforts d’éradication ont principalement été dirigés envers ces
sérotypes alors que les sérovars 2, 3, 7 et 12, considérés comme
moins virulents, n’ont pas été 'objet de cette éradication. Suite au
test PCR pour apx/l, 18% des troupeaux se sont avérés négatifs
pour A. suis. Cependant, étant donné que App posséde la méme
toxine, il n'est pas possible de dire combien de troupeaux sont
positifs a A. suis. A la lumiére de nos résultats, nous remarquons
qu’il y a eu un revirement au cours des 10 derniéres années en ce
qui concerne les agents pathogenes retrouvés dans les troupeaux
de porcs en Ontario.
Presque la totalité des
troupeaux sont maintenant
exempts de P multocida et
des sérovars d’App de
nature moins virulente font
leur apparition.

Pour plus d’information :
Dr Janet Maclnnes

Tél.: (519) 824-4120 poste: 54731
Courriel: macinnes@uoguelph.ca
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Acquisition du fer par Actinobacillus suis: identification et

caractérisation des récepteurs protéiques de la transferrine et de
I’lhémoglobine et de leurs genes respectifs

e Faits saillants ¢

e [dentification et caractérisation des
protéines impliquées dans I'acquisition du
fer au niveau de la transferrine
(TbpA/TbpB) et de I'hémoglobine (HgbA)
par Actinobacillus suis (7 souches).

e Les génes codant pour les récepteurs de
la transferrine et de I’hémoglobine
(tbpA/tbpB et hgbA) et les génes associés
ont été identifiés et séquencés.

e thpB de A. suis a été clonée et exprimée
chez E. coli et TbpB recombinant (rTbpB)
s’est avéré étre reconnu par le sérum
porcin dirigé contre ThpBr
d’Actinobacillus pleuropneumoniae.

4 N

¢ Introduction

Actinobacillus suis est un important pathogéne
porcin qui connait une émergence particulierement
au niveau des troupeaux a statut sanitaire élevé. Au
début de ce projet, nous connaissions trés peu de
chose sur le pouvoir virulent de A. suis. Toutefois,
nous considérions que la capacité d’acquérir du fer a
I'intérieur de [I'hote était cruciale pour la

d’acquérir le fer a partir des tissus de I'hote pour
survivre. Comme le fer est difficilement accessible
chez les animaux hotes, les agents pathogénes ont
donc dii développer un systeme a haute affinité pour
acquérir le fer. Les objectifs de ce projet étaient de
confirmer la présence d’un tel systéme chez A. suis
et s’il était présent, de caractériser les composantes

pathogénicité. A quelques exceptions prés, les
bactéries pathogenes doivent étre capables

o

impliquées dans ce processus.

)

Matériel et méthodes

La capacité de sept souches d’A. suis (ATGC 15557, B49, C84, H89-
1173, H91-0380, S04 et VSB 3714) d’acquérir le fer a partir
d’hémoglobine et de transferrine animale a été étudiée par des
études de croissance. Des expériences d’attachement sur phase
solide et d’isolement par affinité des composantes des récepteurs
ont été faites en utilisant des fractions membranaires préparées a
partir de cultures de microorganismes mis en croissance dans des
milieux riches ou carencés en fer. A partir de méthodes
traditionnelles basées sur I'utilisation d’ADN génomique de A. suis
(84 et S04 et d’amorces spécifiques des séquences de genes de A.
pleuropneumoniae ont été utilisées pour amplifier et séquencer les
génes d’A. suis codant pour les récepteurs. Les résultats obtenus
ont permis de construire de nouvelles amorces et les données sur
les séquences supplémentaires ont été acquises par PCR, ainsi que
par des techniques de séquencage directes du génome.
L'organisation génétique et les détails de la transcription des génes
de récepteurs ont été étudiés par la technique du RT-PCR. A l'aide
de méthodes traditionnelles, nous avons construit et cloné un
polynucléotide codant pour la ThpB de A. suis. Le plasmide
recombinant a été incorporé a E. coli et la protéine recombinante
TbpBr, marquée par une queue poly-histidine, a été purifiée par
chromatographie d’affinité a partir de lysat de cellules

transformées.




Les expériences de croissance avec de I'hémoglobine et de la
transferrine d’origine porcine, bovine et humaine ont révélé que les
sept souches utilisées sont capables d’utiliser seulement la
transferrine porcine comme source de fer alors que les trois types
d’hémoglobine peuvent étre utilisés comme source de fer. Les
expériences d’attachement sur phase solide ont démontré que les
membranes dérivées des sept souches possédaient une forte
affinité pour la transferrine porcine de méme que pour les trois
hémoglobines. Les expériences de fixation par compétition ont
démontré que les trois hémoglobines se liaient au(x) méme(s)
récepteur(s). Ces génes séquencés constituent deux groupes:
tonB1-exbB1-exbD1-thpB-tbpA et hugZ-hgbA. Par la présence
d’éléments putatifs du promoteur et de boites Fur en amont de
tonB1 et hugZ, nous avons démontré que les génes des deux
groupes pouvaient étre co-transcrits et contrélés par le fer.

De plus, les polypeptides liant la transferrine et 'hémoglobine se
sont aussi avérés contrdlés par le fer. Les masses moléculaires de
ces polypeptides et la séquence terminale azotée du polypeptide
liant 'hémoglobine sont similaires aux séquences polypeptidiques
de thpA, tbpB et hgbA. ensemble de ces résultats semble indiquer
que les polypeptides isolés par affinités sont les produits des génes
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thpA, thpB et hgbA. Les génes codants pour le systéme TonB2
(exbB2, exbD2 et tonB2) chez A. suis C84 et SO4 ont aussi été
identifiés et séquencés mais les détails par lesquels le fer est capté
de I'némoglobine et de la transferrine doivent étre établis.
Lalignement des séquences d’acides aminés du précurseur de
TbpB de A. suis et A. pleuropneumoniae a révélé des régions
homologues avec la moitié de leur extrémité C-terminale. De plus,
la TopBr de A. suis a été reconnue par le sérum porcin dirigé contre
la TbpBr de A. pleuropneumoniae. |l est donc logique de croire
qu’un vaccin sous-unitaire développé a partir de I'une de ces deux
protéines pourrait induire une protection contre A. suis et A.
pleuropneumoniae. Les résultats obtenus par cette étude indiquent
que lacquisition du fer (provenant de la transferrine et de
I’'némoglobine) par A. suis engendre des mécanismes Similaires
retrouvés au sein de la famille des Pasteurellaceae, tel que A.
pleuropneumoniae.

Pour plus d’information :
Dr Donald F. Niven

Tél.: (514) 398-7886
Courriel: niven@nrs.mcgill.ca
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e Faits saillants

* De nouvelles protéines ayant un potentiel de virulence ont été mises
en évidence.

* Nous avons identifié et cloné une nouvelle protéine, appelée SP1, qui
est hautement immunogéne et présente chez la plupart des souches
de Streptococcus suis (de sérotypes différents). Cette protéine est la
mieux reconnue par les sérums d’animaux convalescents.

* Nous avons cloné, purifié et caractérisé SP1 et avons démontré
qu’elle est trés immunogene lorsqu’elle est injectée chez le porc.

* Nous avons démontré que lorsqu’un adjuvant approprié est utilisé, le
vaccin protéique confére une protection dans le modele d’infection a
S. suis chez les souris.

e La prochaine étape est de tester ce vaccin protéique chez le porc afin
de vérifier son effet protecteur.

¢ Introduction e

Streptococcus suis est 'une des plus importantes bactéries pathogénes
chez le porc. Elle a aussi une grande importance comme agent zoonotique
chez I'humain. Elle cause différentes pathologies telles que septicémie,
choc septique et méningite. Plusieurs approches ont été utilisées pour
développer des vaccins contre S. suis. Toutefois, le succés entourant ces
vaccins est limité car la protection apportée est sérotype-dépendante ou
dépendante de la souche et généralement, les résultats sont mitigés. Par
exemple, des vaccins constitués de cellules mortes et de cellules vivantes
mais non-virulentes ont un effet protecteur. Cependant, des immunisations
répétées sont nécessaires pour conférer une protection. Aucune protection
contre des souches hétérogénes n’a pu étre démontrée. Récemment, les
intéréts de recherche se sont davantage dirigés vers des antigénes
protéiques de S. suis comme candidats pour le vaccin. Les vaccins sous-

Mateériel et méthodes

Identification, caractérisation, production

et conservation de SP1

Nous avons construit une banque génomique d’expression en utilisant ’ADN chromosomique
de S. suis S735. Cette banque a été analysée avec du sérum de porc convalescent. Un clone
Le géne codant pour la protéine
immunogénique a été identifié et appelé sp1. Une analyse bioinformatique a permis d’identifier
la séquence d’acides aminés de sp7. Le géne sp7 a été amplifié par PCR a partir d’ADN
chromosomique de la souche S735 et cloné dans le plasmide pMAL. Le vecteur d’expression
pORF3 obtenu a été transformé chez E. coli. SP1-MBP. Aprés expression de la protéine de

positif, qui a fortement réagit au sérum, a été séquencé.

unitaires utilisant la suilysine ou la MRP (muramidase release protein) et
le facteur EF ont démontré leur capacité a conférer une protection efficace
contre les souches homogénes et hétérogenes du sérotype 2 de S. suis.
Cependant, 'utilité de ces vaccins sous-unitaires est plutdt restreinte étant
donné que pour certaines régions géographiques, un nombre important de
souches virulentes n’expriment pas ces protéines. Par conséquent,
I'identification d’autres facteurs antigéniques, particulierement des
protéines de surface, pourraient contribuer au développement d’un vaccin
sous-unitaire. Afin de comprendre davantage la pathogénicité de S. suis et
d’identifier d’autres protéines qui pourraient s’avérer utiles pour le
développement d’un nouveau vaccin, nous avons réussi a identifier une
nouvelle protéine de surface appelée SP1 (Surface Protein 1) a partir d’une
souche virulente de S. suis sérotype 2.

Essais d’immunisation
chez les porcelets

Dans un intervalle de 3 semaines, 2
groupes de 8 porcs ont regu 2 injections
intramusculaires composées de 100pg de
SP1 purifiée et mélangée a 30% d’adjuvant
Emulsigen-Plus™ (MVP Laboratories Inc,
Ralston, NE) et 30% d’Emulsigen-Plus™
comme contrdle. Ensuite, les IgG totales
spécifiques de SP1 ainsi que leurs isotopes
(IgG1 et 1gG2) ont été mesurées par ELISA
dans le sérum de porcs immunisés

fusion dans E. coli. SP1-MBP, celle-ci a été purifiée par chromatographie d’affinité sur une

résine d’amylose puis coupée avec la protéase Xa. Ensuite, la protéine recombinante dépourvue

de la MBP a été purifiée a I'aide d’un chromatographe a échange d’anions. Afin de produire des anticorps mono-spécifiques anti-SP1, des lapins
ont été immunisés avec la protéine purifiée SP1. Ces anticorps nous ont permis de confirmer par immuno-localisation en microscopie
électronique, la localisation de la protéine SP1 a la surface de S. suis. Nous avons également pu déterminer par immunoblot la distribution de

SP1 chez les différents sérotypes de S. suis, dont le sérotype 2.

Expérience de protection chez la souris

Des souris CD1 ont été séparées aléatoirement en deux groupes
de 10 et immunisées (voie sous-cutanée) par deux injections, a
deux semaines d’intervalle, avec SP1 purifiée et mélangée avec
l'adjuvant Quil A. Linjection de Quil A seul a été utilisé comme
controle. Dix jours aprés la seconde vaccination, les souris ont été
infectées par voie intra-péritonéale avec 1 x10® CFU d’une

souche virulente de S. suis (31533). Les souris ont été observées
a raison de deux fois par jour pour des signes cliniques et la
mortalité et ce, jusqu’au 14e jour aprés linfection. Des
échantillons sanguins ont été prélevés avant chaque vaccination
et infection afin de déterminer la réponse humorale.




SP1 est une protéine de surface ancrée a la
surface de S. suis et hautement conservée

dans sa partie carboxy-terminale

SP1 ne posséde aucune homologie avec d'autres
séquences connues, ce qui suggere qu'il s'agit d'une
nouvelle protéine de S. suis. Elle a une masse
moléculaire de 110 kDa et est composée de 670
acides aminés. La séquence protéique de SP1
présente des caractéristiques des protéines ancrées a
la surface des bactéries @ Gram positif par leur

extrémité carboxy-terminale telles qu'une séquence
signal amino-terminale et un motif carboxy-terminale
LPVTG dattachement membranaire. Nous avons
détecté a l'intérieur de l'extrémité carboxy-terminale
de la protéine, une région contenant 10 répétitions
d’'une séquence de 27 acides aminés qui est
immédiatement suivie par une région de 49 acides

Résultats et discussion

aminés qui s'associe a la membrane cellulaire. Nous
avons démontré, par microscopie électronique, que
SP1 était distribuée de fagon homogéne a la surface
de S. suis. Lanticorps spécifique a SP1 réagit avec
les lysats de la plupart des sérotypes de S. suis,
incluant le sérotype 2, ce qui suggeére que SP1 est
hautement conservée chez S. suis.

SP1 combiné a Quil A protéege les
souris contre une infection
expérimentale a S. suis.

SP1 recombinant est trés immunogéne tel que démontré par
le modeéle expérimental chez le porc

La vaccination avec la protéine recombinante SP1 donne une réponse humorale d’anticorps (IgG)
significative (Tableau 1). Cependant, la réponse en IgG1 est supérieure a celle des 1gG2, laquelle ne confére
pas nécessairement une protection. Nous avons donc évalué la capacité protectrice de SP1 chez la souris
avec un modele de vaccination modifié qui implique des voies d'immunisation différentes et I'utilisation
d’adjuvants optimaux.

Une immunisation par voie sous-cutanée des
souris avec la protéine recombinante SP1
donne une tres haute réponse humorale d’lgG.
Toutes les sous-classes d’lgG ont été induites
chez les souris immunisées avec SP1. Les
IgG2a présentaient le titre le plus élevé, suivie
des 1gG1, des lgG2b et des IgG3. Il est
important de noter que la réponse humorale a
conféré une immunité efficace contre une
infection expérimentale avec une souche
virulente de S. suis (31533). On observe une
protection compléte de la souris contre une
mort causée par S. suis. Il n’y a eu aucune
réaction négative suite au processus
d’immunisation.

e Conclusion ¢

Nous avons identifié une nouvelle protéine de surface de S. suis qui est trés immunogéne et présente chez la majorité
des souches de S. suis. La vaccination faite avec cette protéine et une formulation adéquate protége les souris contre
une infection expérimentale a dose létale avec
une souche virulente de S. suis. Ces résultats
suggerent que cette protéine pourrait faire I'objet
d’'un vaccin sous-unitaire. D’autres études
cliniques seront faites sur un modele de
vaccination et d’infection chez I'espéce porcine.

Pour plus d’information :
Dr Marcelo Gottschalk

Tél.: (450) 773-8521 poste: 18374
Courriel: marcelo.gottschalk@umontreal.ca
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Les activités protéolytiques endogenes et acquises de

Streptococcus suis: nouveaux facteurs de virulence

Coordonnateurs du projet : Dr Daniel Grenier, Université Laval « Dr Marcelo Gottschalk, Université de Montréal

e Faits saillants ¢

* Quatre activités protéolytiques majeures ont été identifiées chez S. suis

* La dipeptidyl aminopeptidase IV, une sérine protéase reconnue comme facteur de
virulence chez d’autres agents pathogenes, a été clonée et purifiée S. suis peut
acquérir une activité plasmine a sa surface par liaison du plasminogéne humain
et porcin

*Des études sont en cours pour démontrer la contribution des activités
protéolytiques endogénes et acquises dans le pouvoir pathogéne de S. suis

e Introduction e

Streptococcus suis est une bactérie responsable d’infections
séveres (méningites, endocardites, septicémies) chez le porc.
Malgré Iintensification des recherches au cours de la derniere
décennie, les mécanismes utilisés par S. suis pour coloniser I'hote,
se disséminer et causer I'infection ne sont pas clairement élucidés.
Chez plusieurs agents pathogenes, les activités protéolytiques

jouent un role important dans l'acquisition de nutriments, la
perturbation des mécanismes de défense de I'hdte et la destruction
tissulaire. Toutefois, aucune donnée n’existe dans la littérature
concernant la production de telles activités par S. suis. Le but du
projet était donc de caractériser les activités protéolytiques
produites par S. suis de méme que celles acquises de I'hote.

Matériel et méthodes

Les activités protéolytiques de
S. suis (cellules entiéres et
surnageant de culture) ont été
mises en évidence par
utilisation de substrats
synthétiques et naturels. Une
analyse par zymographie sur
gel de polyacrylamide a permis
de déterminer la masse
moléculaire des protéases. Afin
de  caractériser  lactivité
dipeptidyl aminopeptidase [V
(DPP IV), la protéase

recombinante a été purifiée en

utilisant des techniques de
biologie moléc

codant pour la DPP IV a été
cloné dans le systéme
pBAD/TOPO® et surexprimé
chez Escherichia coli. La DPP IV
produite avec ce vecteur
possédait une queue
polyhistidine permettant ainsi
sa purification sur une colonne
d’affinité.

L'activitt  de  liaison  du
plasminogéne  (porcin et
humain) a la surface de S. suis
a été mesurée a I'aide d’un essai

~immunologique utilisant des .
bactéries immobilisées gyﬁ

de puits dune plaque a
microtitre. Dans le but d’activer
le plasminogene lié a S. suis,
les cellules bactériennes ont été
mises en présence de
streptokinase ou de
surnageants de culture de
Streptococcus spp. isolés des
muqueuses du porc ou alors
ont été co-cultivéees avec des
cellules endothéliales. Lactivité
plasmine a été mesurée a l'aide
d’un substrat chromogénique
N




L'analyse du profil protéolytique de S. suis a
révélé la présence de quatre protéases
majeures: arginine-aminopeptidase, caséi-
nase, pseudo-chymotrypsine et DPP IV. La
DPP 1V, une sérine protéase présente a la
surface de S. suis et sécrétée dans le milieu
extracellulaire, a fait I'objet d’une étude plus
approfondie.

La caractérisation de la DPP IV recombinante
et du géne de S. suis S735 a permis
d’observer certaines ressemblances avec les
diverses DPP IV bactériennes rapportées dans
la littérature. Le géne posséde un cadre de
lecture ouvert (2,268 nucléotides) codant
pour une protéine de 755 acides aminés ayant
une masse molaire moléculaire calculée de 85
kDa. La comparaison de la séquence
nucléotidique et protéique de la DPP IV de S.
suis S735 avec celles retrouvées chez
diverses bactéries a montré une homologie de
séquence avec un haut pourcentage d’identité
avec les DPP IV d’autres streptocoques
pathogénes dont Streptococcus pyogenes et
Streptococcus pneumoniae. Létude de la
séquence en acides aminés de la DPP IV de S.
suis a permis de détecter la présence d’un
motif glycine-X-sérine-X-X-glycine qui est
caractéristique des sérines protéases. La
construction d’'un mutant déficient pour la
DPP IV permettra de déterminer la
contribution de cette enzyme dans la virulence
de S. suis.

La liaison du plasminogéne est considérée
comme un élément trés important dans la
virulence de plusieurs pathogénes. Nos
analyses ont révélé que S. suis peut lier le
plasminogéne humain et porcin a sa surface.
Cette liaison implique I'interaction des résidus

Résultats et discussion

lysines présents sur cette protéine avec les
sites de reconnaissance sur la surface
bactérienne. Notre étude a démontré que la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH) de S. suis posséde la capacité de lier
le plasminogene. Toutefois, I'utilisation d’un
mutant de S. suis ne présentant pas de
GAPDH a sa surface n’a révélé qu’une faible
diminution de la liaison du plasminogéne.
Cette observation suggeére donc que plus d’un
type de récepteur serait présent a la surface
de S. swis. La liaison du plasminogene a la
surface de S. suis pourrait lui permettre de se
camoufler des molécules et des cellules de
reconnaissance de I'hote.

Lactivation subséquente du plasminogéne en
plasmine, une sérine protéase a large spectre
d’activité, pourrait contribuer a la migration de
S. suis jusqu’au systéme circulatoire od il
pourrait atteindre la barriére
hématocéphalique. Chez S. suis, la présence
d’un activateur de source exogéne est
essentielle puisque cette bactérie est
incapable d’activer par elle-méme e
plasminogéne présent & sa surface. S. suis est
en mesure d’utiliser I'urokinase sécrétée
constitutivement par les cellules endothéliales
humaines pour activer le plasminogéne lié a
sa surface. Non seulement I'hdte peut
contribuer a I'activation du plasminogéne lié a
S. suis, mais notre étude a aussi démontré
qu’'une pseudo-streptokinase produite par
Streptococcus dysgalactiae, une des especes
bactériennes cohabitant avec S. suis, peut
également  permettre  lactivation  du
plasminogéne. Une fois activée, la plasmine
pourrait procurer a S. suis un avantage
supplémentaire lors de 'invasion, comme il a
été observé précédemment pour d’autres
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« Jobin, M.C. 2005. Etude de deux mécanismes de virulence reliés a la
capacité d’invasion tissulaire de Streptococcus suis sérotype 2:
Production d’activités hydrolytiques et acquisition d’une activité
plasmine. These de doctorat. Université Laval, Québec.

e Publications ¢

pathogénes dont S. pneumoniae. Cette
activation permettrait possiblement
d’augmenter la perméabilité des vaisseaux
sanguins et de la barriére hématocéphalée
contribuant a la migration de S. suis jusqu’au
site de l'infection.

La production de protéases et la capacité
d’acquisition d’une activité plasmine sont
désormais des éléments a prendre en
considération lors de I'établissement d’un
modele d’invasion pour S. suis. Des études
sont actuellement en cours pour confirmer les
roles pathogéniques de ces facteurs.

Figure 1. Porc infecté a S. suis
associé a la méningite
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Etude de ’induction des cytokines pro-inflammatoires par des

facteurs de virulence connus chez Streptococcus suis

Coordonnateurs du projet : Dr Martin Olivier, Université McGill « Dr Marcelo Gottschalk, Université de Montréal

e Faits saillants ¢

e La modulation de la protéine hote tyrosine
phosphatase (PTP), en l'occurrence la SHP-1,
semble jouer un rdle dans ce mécanisme

e Streptococcus suis sérotype 2 échappe a la
phagocytose des macrophages en évitant
I'activation des voies signalétiques PI-3K/Akt/PKCa

qui régulent les fonctions antimicrobiennes

* La capsule de polysaccharide (CPS) est essentielle
a la bactérie afin d’éviter la phagocytose déclanchée
par des mutants non encapsulés qui ont induit les
voies signalétiques conduisant a la phagocytose et

a leur destruction

encapsulées.

¢ Introduction e

d’inhibition en affectant la phosphorylation de Akt.

* Les résultats obtenus par cette étude permettent de
croire que le développement d’'une molécule
immunomodulatrice pouvant cibler PTP pourrait
favoriser 'ingestion et la destruction des bactéries

Streptococcus suis est I'un des plus
important agent pathogéne porcin et
méme zoonotique. Les connaissances
portant sur les facteurs de virulence de
méme que la pathogenése d’une
infection a S. suis demeurent limitées.
Cependant, étant donné que S. suis est
une bactérie encapsulée et que la CPS
semble avoir des propriétés anti-
phagocytaires, on croit que cette capsule
est le principal facteur de virulence de

cette bactérie lui permettant de survire a
l'intérieur de son hote. En effet, il a été
rapporté que les souches de S. suis
déficientes en CPS étaient d’avantage
internalisées par les phagocytes murins
et porcins. Le but de cette étude a été
d’identifier les mécanismes par lesquels
S. suis pouvait échapper a la
phagocytose des macrophages et si la
présence de la capsule était un élément
clef de l'inhibition de la phagocytose.

Matériel et méthodes

La souche virulente et encapsulée S. suis de type 2 735-SM et
son mutant déficient de la capsule 2A ont été utilisés dans cette
étude. Des macrophages murins (BALB/c dérivé de J774.A1)
ont servi de cellules hotes. Durant l'incubation avec différentes
souches de S. suis, nous avons effectué un suivi de la
phagocytose bactérienne, de la survie et de I'activation
cellulaire. La modulation des évenements qui participent a la
régulation de la phagocytose a été suivi par Western blot afin
d’identifier le niveau de phosphorylation des kinases étudiées ce
qui reflete leur état d’activation (ex: PKCa, Akt et Pi-3K). Des
inhibiteurs spécifiques de ces voies signalétiques ont été
utilisés pour confirmer leurs roles au niveau de l'internalisation
du mutant non encapsulé 2A. Lidentification de potentielles
phostases répressives a été faite en utilisant des anticorps
dirigés contre la phosphatase lipide PTEN et avec une lignée
cellulaire de macrophage dérivée de moelle osseuse déficiente
pour la PTP SHP-1.




Résultats et discussion

Notre étude a permis de démontrer que la souche virulente de
S. suis peut outrepasser la phagocytose en évitant I'induction
des voies signalétiques dépendantes des kinases PKCa et Pi-
3K/Akt. Nous avons trouvé que la CPS est essentielle pour
gviter I'activation de ces kinases qui régulent la phagocytose et
que le processus d’activation implique Iinduction de
molécules régulatrices négatives telle que PTP SHP-1. Une
meilleure connaissance sur la fagon dont les bactéries
encapsulées, dont S. suis, peuvent exploiter les voies
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signalétiques des cellules et molécules de I'héte, pourrait
mener au développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques ayant comme cible la modulation des voie
signalétiques de
I'hote et la pro-
motion de la ré-
ponse du systeme
immunitaire inné.

 Segura, M. 2002. Studies on the interactions between Streptococcus
suis and phagocytic cells. Thése de doctorat. Université de Montréal,

Saint-Hyacinthe, Québec.

* Vadeboncoeur, N. 2002. Induction de cytokines pro-inflammatoires par
des cellules endothéliales stimulées par Streptococcus suis serotype 2.
M.Sc. Maitrise. Université de Montréal, Saint-Hyacinthe, Québec




e Faits saillants ¢

* Nous avons développé une micro-puce ayant la capacité de détecter 183 génes de virulence d’E. coli et 30 génes de
résistance aux agents antimicrobiens appartenant aux 6 principales familles d’agents antimicrobiens a Gram négatif.

* Nous avons validé cette micro-puce avec une grande collection de souches d’E. coli pathogénes bien connues et
caractérisées et avons déterminé sa spécificité en utilisant des souches d’autres espéces bactériennes.

* Nous procédons a des tests afin d’augmenter la sensibilité de notre micro-puce

e La prochaine étape est de développer une micro-puce puissante pour le diagnostic clinique pouvant identifier des
bactéries pathogénes d’intérét vétérinaire, leurs génes de virulence et leurs genes de résistance aux agents

antimicrobiens.

¢ Introduction e

Escherichia coli est I'agent causal de
plusieurs maladies dans le monde
entier. C’est un micro-organisme
commun que l'on retrouve tout aussi
bien dans I'environnement que dans le
tractus intestinal des especes animales
communes, y compris des humains.
Les souches d’E. coli sont classées
dans de nombreux pathotypes distincts
basés sur leurs propriétés de virulence
et signes cliniques qu’elles causent
pendant une infection. Il est important
d’établir le contenu génétique codant
pour la virulence d’un isolat de E. coli
afin de déterminer son potentiel
pathogéne. Nous avons développé un
test diagnostique rapide, hautement
spécifique et rentable capable de
détecter simultanément un grand
nombre de gene de virulence d’E. coli.
Le développement de cette micro-puce

Matériel et méthodes

La micro-puce a ADN que notre groupe a
développé se compose de 312
oligonucléotides 70-mer qui permettent
de détecter la présence ou 'absence de a)
183 génes de virulence de E. coli ou leur
marqueur de virulence de méme que
leurs variants et b) 30 geénes de
résistance appartenant aux 6 principales

pour analyser les spécimens cliniques
de E. coli permettra l'identification
rapide de centaines de génes de
virulence sans avoir recours aux
méthodes diagnostiques convention-
nelles qui sont coliteuses. En outre, le
profil génétique des génes de
résistance aux agents antimicrobiens
peut également &tre simultanément
assuré. Ges données peuvent fournir
des informations épidémiologiques
importantes pour dépister la source et
la propagation d'une infection
particuliere tout en donnant de
Pinformation  sur les nouveaux
pathotypes d’E. coli qui apparaissent.
De plus, la détection des genes de
résistance aux agents antimicrobiens
permettrait de mieux diriger les
stratégies de traitement pour les
infections dues aux E. coli.

classes d’agents antimicrobiens a Gram
négatif (Béta lactames, aminoglycosides,
tétracyclines, phénicoles, triméthoprime
et les sulfonamides). Ces génes ont été
préalablement caractérisés avec des
souches E. coliintra-intestinales et extra-
intestinales. (Maynard et al., 2003; 2004).
De plus, nous y avons inclus d’autres

oligonucléotides spécifiques de geénes
d’autres especes bactériennes telles que
Shigella flexneri et Citrobacter freundii.
Nos contrbles négatifs ont été effectués
avec un oligonuléotide spécifique a la GFP
et un autre oligonucléotide spécifique au
géne de la synthétase de chlorophylle
d’Arabidopsis thalliana.



Résultats et discussion

La réalisation de plusieurs hybridations avec de 'ADN génomique margué de toutes les
permis de valider notre prototype de micro-puce. Tel qu’attendu, pour toutes les souche
(ratio de l'intensité de la fluorescence plus grand que 2.0) a été observé avec tous les
positifs. Aucun signal n’est sorti de nos témoins négatifs.

La spécificité des oligonucléotides utilisés sur notre prototype a été validée par I'utili
coli et une grande collection de souches d’E. coli pathogenes déja caracterisées
corrélation fut observée entre les résultats obtenus avec nos oligonucléotides et ceux
Quelques rares différences ont été observées, cependant dans la majeure partie des cas, |
confirmé les résultats de la micro-puce.

A la lumiére de nos résultats, la micro-puce que nous avons produite est un outil
détection chez E. coli de nombreux génes de virulence et genes de résistance aux age
un outil moléculaire trés puissant pour des études de diagnostic et pour|surveiller
souches d’E. coli. Il s’avere aussi un instrument précieux pour des| étude
phylogénétiques. Il devrait faciliter I'identification des nouveaux pathotypes et perme

Les perspectives futures so
optimiser les procédures
marquage de I'ADN

d’augmenter la sensibilit
notre micro-puce et b) dé

per une nouvelle micro-p

usage clinique permettant

tifier les bactéries pathogen 5 ‘ . ; 1

de virulence ou marqueurs ainsi que leurs : : aux age
antimicrobiens. Le développe : ( ) permettre
cours de la méme journé entifie Nt of .
résistance aux antibiotiques ¢ aiteme 1ce et rapide
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Figure 1. Exemple d’une micro-puce

e Maynard, C. 2003. Détection des génes de résistance aux agents
antimicrobiens parmi des souches Escherichia coli entérotoxinogénes
et extraintestinales. M.Sc. Maitrise, Université de Montréal, Saint-
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Identification des genes d’Haemophilus parasuis exprimés de
facon différentielle en réponse aux conditions imitant un

environnement in vivo

Coordonnateurs du projet : Dr Janet Maclnnes - Université de Guelph  Dr Josée Harel - Université de Montréal

e Faits saillants ¢

e Les homologues Fba, PurA, CpdB, LspA, LytB,
SodC, une protéine inconnue et une hydrolase
appartenant a la famille des HAD sont tous
régulés par la restriction en fer.

e PurA, CpdB, SodC, LspA, les homologues LytB
du symporter Na+/alanine, FadD, ApaH et une
seconde protéine inconnue sont tous régulés
par le CSF.

 Les homologues de CySK, FadD, ApaH, Pstl,
Std, HSPG, PntB sont tous régulés a 40°C en
présence et en absence de sérum.

* Tous les génes régulés différentiellement sont
présents dans tous les sérotypes de
Haemophilus  parasuis, mais nous avons
trouvé que I'’homologue de I'hydrolase était
exprimé seulement chez les souches de H.
parauis ayant un potentiel de virulence élevé
suggérant ainsi qu’il joue un rdle au niveau de
la pathogénése.

e Introduction ¢

Haemophilus parasuis est une bactérie omniprésente dans la partie supérieure du tractus respiratoire des porcs. C’est
aussi I'agent responsable de la maladie de Glasser. Avec les récents changements des méthodes de production porcine,
les maladies causées par H. parasuis sont devenues de plus en plus significatives partout dans le monde.
Présentement, il n’existe aucun vaccin satisfaisant et la soudaineté de cette maladie rend I'usage d’antibiotiques inutile.
A ce jour, plus de 15 sérovars de H. parasuis ont été décrits. Cependant, dans certains pays, jusqu’a 25% des isolats
ne peuvent &tre sérotypés. Suite a des études expérimentales et des données épidémiologiques, il a été déterminé que
les souches de sérotypes 1, 5, 12, 13 et 14 sont associées aux souches hautement virulentes; les sérotypes 2, 4 et 15
aux souches moyennement virulentes et les sérotypes 3, 6 a 9 et 11 sont, quant a elles, associées aux souches non
virulentes. Il'y a eu plusieurs tentatives pour isoler le géne de virulence chez H. parasuis mais contrairement aux autres
bactéries pathogénes, il n’y a pas de toxine évidente ou autre facteur qui permettrait de différentier les H. parasuis non
pathogénes, de la flore commensale, des souches ayant un potentiel hautement pathogéne. Il est donc impossible
d’utiliser un test sérologique pour identifier les animaux porteurs de souches a haut potentiel pathogéne. Pour
répondre a ces questions, nous avons émis I'hypothése que H. parasuis « activerait » ses génes lorsqu’elle se
retrouverait dans les mémes conditions que lorsque le porc est en phase aigué de la maladie. Nous serions ainsi
capables d’identifier ces génes par DD RT-PCR.

Materiel et méthodes

Une souche virulente de H. parasuis sérotype 5
ATCG1185 a été utilisée pour les études de DD RT-
PCR. Les 15 souches KRG de référence ont été
analysées pour dépister les génes exprimés de fagon
différentielle. Parallélement, 20 souches soumises
pour la production de bactérine, 48 isolats cliniques
obtenus de I'Université de Montréal et 45 H. parasuis
pathogénes provenant d’écouvillons nasaux de porcs
soumis a un projet impliquant les troupeaux porcins
ontariens ont été analysés pour la présence d’un géne
I'homologue a spdB. Les souches d’H. parasuis ont
été mises en culture dans différents milieux de
culture: BHI enrichi de NAD et incubé a 37°C

(condition standard), BHI enrichi de NAD avec 40mg
d’EDDA dans le but de restreindre le milieu en fer et
un milieu CSF collecté post-mortem et en présence
de 50% de sérum incubé a 37°C et 40°C. L'ARN a été
préparé a partir des H. parasuis ayant été mis en
culture dans ces différentes conditions. De '’ADNc a
ensuite été synthétisé et la présence des différents
génes a été détectée par PCR suite a 'amplification de
fragments aléatoires. Les fragments retrouvés parmi
les cellules mises en croissance en condition in vivo
ont été clonés et séquencés. Une analyse avec
GenBank a permis d’identifier ces génes.



Résultats et discussion

Nous avons effectué pour la premiere fois une étude globale des facteurs de virulences de H. parasuis. En répliquant 4 conditions de
croissance différentes, telles que celles retrouvées chez le porc lorsqu’il est atteint de la forme aigué de la maladie de Glasser, nous avons
identifié 18 génes exprimés de fagon différentielle. La majorité des génes sont des génes de ménage, lesquels sont retrouvés dans
plusieurs autres agents pathogénes. Cependant, nous avons trouvé que les homologues de tous ces génes étaient présents dans les 15
sérovars des souches de référence. Malgré tout, un géne codant pour une hydrolase semble étre exprimé que chez les souches ayant un
haut potentiel pathogéne, ce qui suggére qu'’il jouerait peut-étre un role dans la virulence. Bien qu’une autre étude portant sur un autre
géne exprimé de fagon différentielle, le géne cpdB, révele des différences au niveau de la taille, ce qui semble corréler avec le potentiel
pathogeéne, une analyse d’un second groupe d’échantillons composé de 65 isolats d’origine clinique et de 45 échantillons provenant
d’animaux sains a démontré que ce n’était pas toujours le cas.

'!'!!‘”'!!'!f o
parasuis identified using differe
Maitrise. University of Guelp |

e Metcalf D.S. 2005. foe
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Développement d’un nouveau test sérologique pour le sérotypage des

isolats de Haemophilus parasuis et la détermination de leur
prévalence en Amérique du Nord

e Le test de coagglutination a été développé afin de détecter les antigénes spécifiques a partir de
poumons infectés de porcs morts suite a une infection aigué.

¢ Introduction e

La polysérosite porcine (maladie de Glasser) causée par
Haemophilus parasuis est une maladie qui provoque d’'importantes
pertes économiques puisqu’elle provoque un haut taux de mortalité
et de morbidité dans des troupeaux de porcs cliniquement sains ou
exempts d’agents pathogénes. Haemophilus spp. comprend des
bactéries fastidieuses et leur caractérisation a été négligée pendant
longtemps. Les récentes épidémies connues en Europe et en
Amérique du Nord ont démontré I'importance de H. parasuis en
tant que pathogéne dimportance économique. Plusieurs
classifications sérologiques ont été rapportées et des études
indépendantes faites en Allemagne et aux Etats-Unis, toutes deux
basées sur le test d'immunodiffusion (ID), suggérent I'existence de

Matériel et méthodes

15 sérovars. Cependant, un nombre considérable d’isolats (30%)
demeurent non typables par cette technique et les réactions
croisées entre différents sérotypes sont problématiques avec ce
test. La caractérisation antigénique de souches prévalentes de H.
parasuis est essentielle afin de développer des vaccins efficaces et
des tests sérodiagnostiques.

Le but de cette étude a été de développer et d’évaluer un test
ameélioré pour sérotyper H. parasuis et de déterminer la prévalence
de différents sérotypes a partir d’une collection d’isolats nord
américains.




Résultats et discussion

Distribution (%) des sérotypes de Haemophilus parasuis observée a partir
d’isolats recus a la Faculté de médecine vétérinaire entre 1991 et 2002

16

121159 05 | 49 | 82 | 33

Dans cette étude, 300 isolats de H. parasuis récoltés a partir des
voies respiratoires et autres organes d’animaux morts ont été
sérotypés par immunodiffusion et hémagglutination indirecte. En
tout, plus de 30% des isolats étaient non-typables par
immunodiffusion. A Iinverse, plus de 90% des isolats de H.
parasuis, y compris ceux qui donnaient des réactions croisées avec
le test d’immunodiffusion, étaient typables avec le test
hémagglutination indirecte. Certains isolats demeurent non-
typables quelle que soit la méthode choisie. L'analyse des 250
isolats canadiens a démontré que le sérotype 4 (27% des isolats)
était le plus prévalent suivi des sérotypes 5 (15%), 13 (14%), 7
(12%), 2 (8%) et 12 (5%). Au Québec, les sérotypes 4, 5, 7 et 13
étaient les plus prévalents. Des 50 isolats provenant des Etats-Unis,
le sérotype 4 était le plus prévalent (25%) suivi des sérotypes 12
(23%) et 5 (15%). Le sérotypage de H. parasuis est important tant
pour les études épidémiologiques qu'immunologiques des
infections a H. parasuis. Différentes préparations antigéniques d’H.
parasuis sont utilisées dans les différents tests de sérotypage et de
sérodiagnostic. La localisation cellulaire des antigénes sérotypes

spécifiques d’H. parasuis n’a pas encore été déterminée. Toutefois,
certaines études indiquent que ces antigenes seraient peut-étre des
polysaccharides associés a la capsule ou a des composantes de la
membrane extracellulaire.

Cette étude démontre pour la premiére fois que le test
d’immunodiffusion indirecte est une technique trés sensible et
spécifique pour sérotyper H. parasuis. De plus, nous suggérons
que cette technique remplace la technique traditionnelle
d’immunodiffusion pour le sérotypage des isolats de champ d’H.
parasuis.

Pour plus d’information :
Dr Khyali R. Mittal

Tél.: (450) 773-8521 ext.: 18296
Courriel: khyali.ram.mittal@umontreal.ca
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e Tadjine, M., K.R. Mittal, S. Bourbon, and M. Gottschalk. 2004. Development of a new sero-
logical test for serotyping Haemophilus parasuis and their isolates and their prevalence in
North America. J. Clin. Microbiol. 42:839-40.




Développement d’anticorps monoclonaux dirigés contre des antigenes

communs d’Haemophilus parasuis pour leur usage en sérodiagnostic

Coordonnateurs du projet : Dr Khyali R. Mittal, Université de Montréal  Dr Marcelo Gottschalk, Université de Montréal

e Faits saillants

e Deux anticorps monoclonaux ont été e Les deux anticorps monoclonaux 4D5 e Linjection d’anticorps monoclonaux 4G9
identifiés : 4D5 et 4G9 et 4G9 ont complétement éliminé protege les souris contre une infection a

Haemophilus parasuis du sang ce qui

H. parasuis.

démontre que I'élimination de la bactérie
au niveau du sang avec le modele de la
souris, est spécifique aux anticorps.

-

e Introduction e

~

Haemophilus parasuis a récemment refait surface en tant qu’une des principales causes de mortalité dans les pouponniéres porcines.
Cette bactérie peut également causer la maladie lorsqu’elle est introduite dans des troupeaux sains (Oliveira et al., 2002). Les facteurs
responsables de la recrudescence de I'incidence des infections a H. parasuis dans les pouponniéres demeurent nébuleux. Le but de cette
étude était de produire et de caractériser des anticorps monoclonaux contre les « heat-modifiable » OMP et les épitopes
lipopolysaccharidiques de H. parasuis et enfin d’étudier leurs potentiels effets protecteurs contre une infection a H. parasuis chez la souris.

Matériel et méthodes

Les souches de références des sérotypes 1 a 15 d’'H.
fournis
Dr Ross de ISU, College of Veterinary Medicine, Ames,
lowa et par le Dr Astrid Rabbach du Bundesinstitut fiir

parasuis nous ont  été

gesundheitlichen
Veterindrmedizin, Jena, Allemagne.

moins de 21 souches d’autres espéces bactériennes ont
par le également été utilisées pour des études de spécificité.
De plus, 500 souches d'H. parasuis isolées de cas
cliniques en Amérique du Nord, représentant plusieurs
Verbrancherschuttz und sérotypes, ont
monoclonaux.

gté testées avec 2 anticorps

avec une suspension de cellules entieres d’H. parasuis SW124 mélangée a I'adjuvant incomplet de

Freund (Difco). Ensuite, nous avons réalisé trois autres injections, par voie intra-péritonéale, d’une
suspension de cellules, aux jours 14, 21 et 28. Du sang a été prélevé de chacune des souris et la
réponse en anticorps a été mesurée par ELISA. La souris ayant le plus haut titre d’anticorps a été
sélectionnée comme donneuse de rate et a recu une injection supplémentaire par voie intra-
péritonéale d’une culture de cellules entieres d’H. parasuis 3 jours avant la fusion.

Epreuve de protection et d’élimination de la bactérie

Les épreuves de protection et
d’élimination de la bactérie ont été
effectuées avec le modeéle de souris
BALB/c. Pour I'épreuve de protection,
nous avons utilisé une culture d’H.
parasuis mise en croissance pendant
une nuit.  Six groupes de souris
males agés de 6 semaines ont été
injectés par voie intra-péritonéale
avec une suspension de la culture
bactérienne mélangée soit avec de

I'antisérum polyclonal de lapin ou du
fluide ascitique possédant I'un des
deux anticorps monoclonaux. Les
souris ont été observées pendant 7
jours pour vérifier la mortalité.

Pour I'épreuve d’élimination
bactérienne, nous avons injecté aux
souris par voie intra-péritonéale une
culture d’H. parasuis, ayant été mise
en culture pendant une nuit. Nous

avons prélevé des échantillons
sanguins a différents temps et
compté le nombre de bactéries
vivantes. Ensuite, les souris ont été
euthanasiées et des biopsies ont été
prélevées a partir des poumons, du
foie, du cceur et de la rate afin de
déterminer le nombre total de
bactéries par gramme de tissus.



Résultats et discussion

Epreuve de protection et
d’élimination de H. parasuis

Deux heures aprés l'injection, les anticorps monoclonaux 4D5 et
4G9 avaient complétement éliminé H. parasuis du sang alors que
des bactéries pouvaient étre détectées dans le sang des souris ayant
été injectées avec H. parasuis mélangé au PBS ou au sérum normal.
Ceci indique que Iélimination bactérienne est spécifique aux
anticorps monoclonaux.

Tableau 1. Activité protectrice des anticorps polyclonaux de lapin et des anticorps monoclonaux 4G9 et
4D5 chez la souris contre une infection avec une souche H. parasuis.

109 Antisérum de lapin 1/6 83
109 MAD 4G9 0/6 100
109 MAb 4D5 4/6 33
109 PBS 6/6 0
\ 109 Sérum normal 6/6 0 J

Les résultats obtenus lors de I'épreuve de prote
ont démontré que toutes les souris du groupe co
négatif et du groupe injecté avec I'anticorps monoc
4D5 démontraient des signes sérieux de maladie
mouraient. Aucune des souris du groupe aya
injectées avec lanticorps monoclonal 4G9 ne
décédées. H. parasuis n’a été retrouvée ni au nivez
foie, de la rate, du cceur et des poumons des Sc
retrouvées mortes ou encore euthanasiées 7
aprés linfection, provenant des deux groupes (tra
non traité avec les anticorps monoclonaux). Cepe
le test de coagglutination a révélé la présence
antigéne spécifique dans les tissus des souris aya
infectées avec H. parasuis mélangée au PBS o
sérum normal. Cet antigéne n’a pas été détecté dans
tissus des souris ayant été traitées avec les antic
monoclonaux 4D5 et 4G9.
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e Faits saillants ¢

* La diarrhée en période de post-sevrage chez le porc est
causée par les E. coli ETEC (sérotype 0149:K91:F4ac)
qui posséde un antigéne bactérien F4.

e Les porcs ayant le récepteur intestinal F4 réagissent a

Recursive PCR).

chez le porc

I'antigéne protéique F4, indépendamment des plaques

de Peyer.

Les Escherichia coli entérotoxicogénes
(ETEC) qui expriment le fimbriae F4 (composé
de la sous-unité FaeG) causent la diarrhée
chez les porcs sevrés. Le fimbriae F4 permet a
E. coli de se lier aux récepteurs intestinaux
F4R de porcs situés sur les cellules
épithéliales intestinales. Seuls les porcs qui
possedent ces récepteurs sur leur muqueuse
intestinale développent une diarrhée et une
réponse immunitaire contre F4. La présence
du récepteur F4R est identifiée de fagon
génétique et les porcs positifs sont identifiés
par un test d’adhésion des E. coli F4 positifs
aux vilis intestinaux. Linduction d’une
réponse immunitaire par les récepteurs

e Introduction e

intestinaux est plutét rare. Par conséquent, au
lieu de prendre les plaques de Peyer comme
cible pour le vaccin mucosal, on peut cibler
I’épithélium intestinal. Dans un premier
temps, nous avons étudié l'induction de la
réponse immunitaire contre F4 en présence et
en I'absence des plaques de Peyer. Ensuite,
nous avons créé des plasmides qui codent
pour la sous-unité FaeG en utilisant des
codons sélectionnés pour leur expression par
les ribosomes porcins. Les analyses
d’expression in vitro ont démontré que
I'expression de FaeG, dans les fibroblastes
transfectés avec les plasmides qui possédent
une version codon optimisé FaeG, a augmenté
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* Les plasmides codant pour le fimbriae F4 (construits par

« lefficacité du vaccin a ADN et protéique a été testée

d’un facteur 40. Les tables d’utilisation des
codons sont sensiblement les mémes pour le
porc et la souris. Nous avons donc réalisé des
essais de vaccination avec des souris. Nous
avons procédé a la  vaccination
intramusculaire de souris femelles C3H/HeN
avec le plasmide possédant le codon
optimisé. Cet essai a donné une réponse
d’anticorps plus rapide et plus forte. D’autre
part, nous avons procédé a 'immunisation de
souris avec le codon contrble. Les souris
immunisées par voie sous-cutanée avec la
protéine F4 ont démontré la meilleure réponse
immune. Par la suite, nous avons procédé a
des essais d’immunisation chez le porc.

Tableau 1
Essais de vaccination avec les porcelets / Groupe Réponse sérologique a F4 \
Trente porcelets provenant de troupeaux exempts de diarrhée R
colibacillaire ont été sevrés a 3 semaines d’age et ont recu un des Controle 0.2759
quatre traitements d’immunisation  suivants:  contrdle, Protéi 1812
immunisation orale avec la protéine F4, immunisation roteine 8127
intramusculaire avec la protéine F4 ou immunisation a base d’ADN. ADN 14959
Les porcs ont été immunisés deux fois (a intervalle de trois :
semaines) et une semaine aprés la derniére immunisation, le sérum
a été récolté. Les porcs ont ensuite été infectés par voie orale avec k Orale 1.5007 /

5x1010 UFC d’ETEC. Des anticorps contre F4 ont été détectés par
ELISA. La température corporelle, le poids, la sévérité de la
diarrhée et la quantité d’ETEC retrouvés dans les matieres fécales
ont été suivis sur une période de 7 jours. A la fin de I'expérience, les porcs ont été euthanasiés et une partie du jéjunum a été prélevée pour y rechercher
la présence du récepteur F4R.

Il n’y a eu aucune réaction défavorable attribuable au processus d’immunisation. Tel qu’observé dans le Tableau 1, au moment de I'infection, chaque
groupe immunisé a développé une réponse sérologique a F4 plus forte que celle observée dans le contrdle.




Bien que tous les groupes immunisés aient
développé une réponse immunitaire, seul le
groupe ayant été immunisé 2 fois par voie
intramusculaire avec le vaccin contenant la
protéine F4 a développé un titre sérique
plus haut que chez les animaux contrdles.
Suite aux infections avec des ETEC, deux
porcs du groupe contrble sont morts alors
que dans les groupes immunisés, aucune
mortalité n'a été rapportée (p=0,05). Il n’y a
aucune association apparente entre le fait
que les porcs aient été immunisés et leur
température corporelle, leur poids, la
Sévérité de la diarrhée et la quantité d’ETEC
retrouvés dans les matiéres fécales.

Résultats et discussion

L'expression du récepteur F4R a été
déterminée a partir d’échantillons prélevés
a la fin de I'expérience. Le récepteur F4R a
été détecté chez 19 des 23 porcs (73%).
Des analyses ont démontré une association
entre le récepteur F4AR et la diarrhée.
Aucune association notable n’a été
observée pour la température corporelle, le
gain de poids et la quantité de ETEC
retrouvés a dans les matiéres fécales.

Nos travaux démontrent que I'expression
du récepteur F4R par les porcelets s’associe
avec la sévérité de la diarrhée suite a une
infection expérimentale avec ETEC. De plus,
limmunisation avec le vaccin a ADN a

induit des réponses sérologiques notables.
Selon nos résultats, I'immunisation a ADN
peut conférer une protection contre les
ETEC. Cependant, aucun des vaccins testés
n‘'a apporté un impact significatif pour les
autres signes cliniques de la maladie ou
encore sur la dispersion de ETEC.
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