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RESUME : La pleuropneumonie porcine a Actinobacillus pleuropneumoniae est une mala-
die répandue mondialement, fréquente, hautement infectieuse et qui engendre des pertes
économiques conséquentes liées aux déficits des gains zootechniques et a l'usage intensif
d’antibiotiques. Cette synthése a pour objectif de passer en revue les éléments de la bactérie
nécessaires au développement de la pathogénie. Dans un premier temps, nous décrivons 'ac-
tivation, la sécrétion, le mécanisme d’action cytotoxique et les spécificités des toxines Apx,
reconnues comme les facteurs de virulence majeurs d’A. pleuropneumoniae. Par la suite, nous
développons les facteurs de virulence secondaires de la bactérie que sont les lipopolysaccha-
rides, la capsule polysaccharidique, les fimbriae, les systémes de captation du fer et d’autres
nutriments, diverses protéases, la mise en place de certaines voies métaboliques, les flagelles
et la faculté d’agréger un biofilm.

1. INTRODUCTION

Lespece A. pleuropneumoniae, du
super-royaume des bactéries, est clas-
sée actuellement dans le phylum des
protéobactéries, classe des gamma-
protéobactéries, ordre des pasteurel-
lales, famille Pasteurellaceae, genre
Actinobacillus. La premiére souche,
mise en évidence par Pattison et colla-
borateurs (1957), est une bactérie exi-
geante en béta-nicotinamide adénine
dinucléotide (B-NAD). Elle fut dénom-
mée Haemophilus parahaemolyticus,
puis H. pleuropneumoniae (Pattison et
al., 1957). En 1978, une bactérie res-
semblant & Mannheimia haemolytica,
non exigeante en -NAD, est isolée
d’un cas de pleuropneumonie porcine
et est appelée Pasteurella haemoly-
tica-like ou souche BS (Bertschinger
et Seifert, 1978). Des études d’hy-
bridation d’ADN montrérent que ces
bactéries appartenaient a une seule
espece et qu’elles s’apparentaient plus
a Actinobacillus lignieresii qu’au genre
Haemophilus et un nouveau taxon fut
créé : Actinobacillus pleuropneumo-

niae (Pohl et al., 1983). Les souches
moins communes « Pasteurella haemo-
Iytica-like » décrites par Bertschinger
et Seifert (1978), capables de synthéti-
ser le B-NAD en présence de nucléoti-
des pyrimidiques ou de leurs précur-
seurs (Niven et Lévesque, 1988), sont
considérées aujourd’hui comme le
biotype Il d’A4. pleuropneumoniae, le
biotype I étant constitué des souches
B-NAD dépendantes.

A. pleuropneumoniae est une bactérie
Gram négative, non sporulante, cap-
sulée, se présentant de maniere isolée,
en paires ou en courtes chaines, pléio-
morphique bien que la forme prédo-
minante soit la forme coccobacillaire.
Dans les premieres heures de culture,
les formes filamenteuses sont rares
mais deviennent de plus en plus nom-
breuses entre 24 et 96 heures d’incu-
bation (Sebunya et Saunders, 1983).
Cette bactérie est aérobie ou micro-
aérophile a I’isolement mais apparait
aéro-anaérobie lors des repiquages.
Son métabolisme est de type fermen-
tatif (Euzéby, 1998). Elle possede un

chromosome d’environ 2,4 Mpb qui
montre une hétérogénéité structurale
d’un sérotype a 1’autre (Chevallier et
al., 1998 ; Oswald et al., 1999).

Sur base de la diversité des antige-
nes O (AgO) des lipopolysacchari-
des (LPS) ainsi que des antigénes K
(AgK) de la capsule polysaccharidi-
que d’A. pleuropneumoniae, 15 séro-
types différents ont été décrits (tableau
1). Les sérotypes 1 et 5 ont par la suite
été différenciés en la—1b et 5a—5b du
fait de légeres différences dans leurs
structures polysaccharidiques (Perry
et al., 1990 ; Jolie et al., 1994). Tous
les sérotypes n’ont pas la méme répar-
tition géographique et certains séroty-
pes se retrouvent préférentiellement
dans certaines régions du monde.
Globalement, les sérotypes 2, 3, 9 et
11 dominent en Europe et les séro-
types 1 et 5 en Amérique du Nord.
Le sérotype 1 n’est trouvé qu’excep-
tionnellement en Europe tandis que le
sérotype 9, fort rencontré en Europe,
n’a jamais été isolé en Amérique du
Nord (Satran et Nedbalcova, 2002). La
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Tableau 1 : Caractéristiques antigéniques, phénotype et génotype Apx, virulence des différents sérotypes d’Actinobacillus
pleuropneumoniae

Antigéne Phénotype Apx Génotype apx Souris Activité| A ctivité
Biotype | Sérotype Souche de DLy | hémol cytotox
référence I )i yiii (logCFU) y
O | K | -IA | -IIA |-IIIA -IVA 1 *2a 2b
C A| B | D C|A|B|D
la S4074 | Ol | Kla 5,9 308.0 | 320
2 S1536 | 02 | K2 8,3 0.2 320
3 S1421 O3 | K3 - + + + - - - - + |+ |+ F |+ |+ 8,9 0.1 1280
4 M62 04 | K4 7,9 0.4 162
Sa K17 05 | K5a 5,2 371 320
5b 120 05 | K5b 4,8 nd nd
1 6 femd 03 | K6 9 0 0
7 WF83 04 | K7 - + - 4 - - + [+ | + | + - - - - 8 0.5 10
8 405 03 | K8 8,7 0.1 | 2560
CvI13261 | O1 | K9 5,5 863 | 320
10 13039 | O6 | K10 5 305 160
11 56153 Ol | K11 5,9 171 160
12 8329 07 [ K12 - + - + - - + |+ |+ |+ - - - - 8,1 0.5 20
15 HS143 | O3 | KI5 = + + + = -+ + |+ |+ + |+ 7,6 nd nd
2 - 02 | K2 - + - 3 - ENENERENE - - - nd nd nd
4 - 04 | K4 - + - 4 - U I T I - - - nd nd nd
7 - 04 | K7 - + - I - - + [+ |+ | + - - - - nd nd nd

2
o | - o[ TR nd [ nd [ nd

13 |NRCC6230 | O4 | K13 | nd nd nd nd [nd |{nd |nd|nd|nd|nd|nd|nd|nd]|nd nd nd nd
14 - nd | nd | nd nd nd nd |nd |nd|nd|nd|nd|nd|nd|nd|nd|nd nd nd nd

Les souches de référence ne sécrétant qu’une seule toxine Apx apparaissent en rouge, celles possédant le méme profil génotypique et phénotypique pour les
toxines Apx sont regroupées par couleur. Selon (Frey et al., 1993a; Beck et al., 1994; Frey, 1995; Rodriguez Barbosa et al., 1995; Rodriguez Barbosa et al.,
1996; Euzéby, 1998). *1 (Koyama et al., 2007), DL : dose létale 50 , CFU : colony forming unit ; *2 (Kamp et al., 1991) a) Exprimé en unité hémolytique
ou 1 unité est la valeur d’absorbance d’une part d’érythrocytes de mouton 1% et 3 parts d’eau distillée ; b) Exprimé comme I’inverse de la plus grande
dilution montrant au moins 50% de macrophages marqués ; *3 nd : non déterminé. Biotype 1, Sérotype la (Altman et al., 1986a; 1986b; Beynon et al.,
1992a; Jolie ef al., 1994; Michael et al., 2004), 1b (Jolie et al., 1994), 2 (Altman ef al., 1987a; Altman et al., 1987b; Michael et al., 2004), 3 (Altman et al.,
1987c¢; 1988a), 4 (Altman et al., 1989a), 5a (Nielsen, 1986; Altman et al., 1987d; Altman et al., 1990a; Michael et al., 2004), 5b (Nielsen, 1986; Nicolet,
1988; Nielsen, 1988a; 1988b; Altman et al., 1990a; Altman et al., 1992; Michael et al., 2004), 6 (Altman et al., 1988b; 1989b), 7 (Beynon et al., 1991a;
Beynon et al., 1991b), 8 (Altman ef al., 1988a; Altman et al., 1990b), 9 (Beynon et al., 1992a; Beynon et al., 1992b), 10 (Perry, 1990; Beynon et al., 1991d),
11 (Altman et al., 1986b; Beynon et al., 1992a; Beynon et al., 1993), 12 (Beynon et al., 1991c; Beynon et al., 1991e), 13 (Nielsen et al., 1997; MacLean
et al.,2004), 14 (Nielsen et al., 1997, Perry et MacLean, 2004), 15 (Blackall ef al., 2002; Perry et al., 2005; Koyama et al., 2007), Biotype 2 (Frey, 1995),

Sérotype 2 (Dom et al., 1994a; Bouh et Mittal, 1999).

virulence varie d’un sérotype a I’autre
(tableaux 1 et 2). Il existe aussi des
spécificités au sein d’un méme séro-
type (Stenbaek et Hovind-Haugen,
1996 ; Jacques et al., 2005 ; Ramjeet
et al., 2005).

Lobjectif de cette synthése est de pas-
ser en revue les ¢léments de la bac-
térie nécessaires au développement
de la pathogénie. Dans un premier
temps, nous décrivons ’activation, la
sécrétion, le mécanisme d’action cyto-
toxique et les spécificités des toxines
Apx, reconnues comme les facteurs
de virulence majeurs d’A. pleuropneu-
moniae. Par la suite, nous développons
les facteurs de virulence secondaires
de la bactérie que sont les lipopolysac-
charides, la capsule polysaccharidique,
les fimbriae, les systémes de captation
du fer et d’autres nutriments, diverses
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protéases, la mise en place de certai-
nes voies métaboliques, les flagelles et
la faculté d’agréger un biofilm.

2. LES FACTEURS DE
VIRULENCE

2.1. Les exotoxines Apx

Les toxines ApxIA, -IIA, -II1A et -IVA
font partie de la famille des toxines
dites RTX (Repeats in ToXin) qui sont
toutes sécrétées et Ca?*-dépendantes.
Elles partagent une méme caractéris-
tique structurale qui est la répétition
d’un nonapeptide riche en glycine et
en aspartate (L/I/V/F-X-G-G-X-G-N/
D-D-X) (tableaux 3 et 4). Ce type de
répétition a été retrouvé dans d’autres
protéines comme des protéases de
Pseudomonas (Baumann et al., 1993),

Serratia (Nakahama et al., 1986) et
Erwinia (Delepelaire et Wandersman,
1990), ou encore la protéine NodO de
Rhizobium (Economou et al., 1990).
Ces répétitions constituent de courts
brins B organisés en forme de super-
hélice B, qui lient les ions Ca?" en
suivant la steechiométrie d’un ion par
répétition (figure 1) (Baumann et al.,
1993).

Ces exotoxines sont reconnues comme
les facteurs de virulence majeurs de
la bactérie car I’instillation de toxi-
nes ApxIA ou ApxIIIA recombinantes
purifiées a des porcs conduit a I’ap-
parition des signes cliniques et des
Iésions typiques de la maladie (Kamp
et al., 1997). La toxine ApxIIA recom-
binante, quant a elle, ne produit pas
ou peu de signes cliniques et unique-
ment des lésions pulmonaires discre-



Tableau 2 : Sensibilité de différents types cellulaires en fonction du sérotype d’Actinobacillus pleuropneumoniae

Types cellulaires Sérotypes toxiques peu oSuer(;tsyE)exsi ues Références
Bendixen et al., 1981 ; Kume ez al., 1986 ; Pijoan, 1986 ; Van
Macrophages alvéolaires 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, nd Leelrllgoed etal., 1989 ; Kamp et al., 1991 ; Rycroft et a{., 1991 ;
11,12 Cruijsen ef al., 1992 ; Dom et al., 1992a ; Udeze et Kadis, 1992 ;
Cullen et Rycroft, 1994 ; Dom et al., 1994 ; Kamp et al., 1997
Macrophages péritonéaux 2 nd Kume et al., 1986
Monocytes 2 nd Kume et al., 1986
Po Lymphocytes 1,7 nd Stine et al., 1991
Rosendal et al., 1988 ; Cruijsen ef al., 1992 ; Dom et al.,
Neutrophiles 1,2,8 9 1992b ; Udeze et Kadis, 1992 ; Dom et al., 1994 ; Jansen et al.,
1995 ; Seah et Kwang, 2004
Endothéliocytes 1 nd Serebrin et al., 1991
Pneumocytes type 11 1,10 nd van de Kerkhof ef al., 1996
Cellules testiculaires 1 nd Bendixen et al., 1981
Erythrocytes 1,2 6,8 Nakai et al., 1983 ; Rosendal et al., 1988
Neutrophiles 1 nd Rosendal ef al., 1988
Bo Endothéliocytes 1 nd Serebrin et al., 1991
Erythrocytes 1 6,8 Rosendal et al., 1988
Lymphocytes 1,7 nd Stine et al., 1991
Mu Pneumocytes type I et I1 1 nd Idris et al., 1993
Endothéliocytes 1 nd Idris et al., 1993
Ov érythrocytes 1.5,9,10, 11 2.3.4,6,7.8. 12 Nakai et al., 19831g;glt)o;sglac:iije;aalz’lfgfﬁgfﬁl; Frey et Nicolet,
Cyv érythrocytes 1,2 6,8 Nakai et al., 1983 ; Rosendal et al., 1988
Lap érythrocytes 1,2 6,8 Nakai et al., 1983 ; Rosendal et al., 1988
Can érythrocytes 1 6,8 Rosendal et al., 1988
Cob érythrocytes 1,2 6,8 Nakai et al., 1983 ; Rosendal ef al., 1988
Vol érythrocytes 1 2,6,8 Nakai et al., 1983 ; Rosendal ef al., 1988
Hu érythrocytes 1 6, 8 Rosendal et al., 1988

Bo : bovin, Can : canin, Cob : cobaye, Cv : cheval, Hu : humain, Lap : lapin, nd : non déterminé, Ov : ovin, Mu : murin, Po : porcin, Vol : volaille.

tes (Kamp et al., 1997). Cependant, il
a ¢té¢ montré que des souches du séro-
type 7 qui ne produisent qu’ApxIIA
sont également capables de causer une
maladie sévere avec des lésions pul-
monaires typiques (Frey et al., 1993a ;
Kamp et al., 1997) et que des mutants
des sérotypes 1 et 5, dépourvus de
toxine ApxIA mais produisant encore
ApxIIA, sont encore capables de pro-
duire une maladie clinique sévére et
des lésions pulmonaires (Tascon et al.,
1994 ; Reimer et al., 1995 ; Boekema
et al., 2004b). Limportance de la
virulence de la toxine ApxIIA dans
la pathogenése est donc controversée.
Celle de la toxine ApxIVA n’est pas
encore ¢lucidée.

Les différents sérotypes d’A. pleuro-
pneumoniae ne synthétisent qu’une
ou deux des trois premicres toxines
Apx (tableau 1). Les souches qui
sécretent deux des trois premieres
toxines ne produisent que les couples
ApxIA/ApxIIA ou ApxIIA/ApxIIIA.
Lassociation de la production de
ApxIA et ApxIIIA n’a jamais été
rencontrée (Kamp et al., 1994). Tous

les sérotypes synthétisent la toxine
ApxIVA dont Iactivité protéasique la
rend différente des autres toxines Apx
qui sont du type PFT (Pore-Forming
Toxin) (Schaller et al., 1999 ; Cho et
Chae, 2001).

2.1.1. L’activation et la sécrétion
des toxines Apx PFT

Les mécanismes d’activation et de
sécrétion des toxines Apx sont moins
décrits que pour d’autres toxines
RTX telles que I’hémolysine HIyA
d’E. coli. De nombreuses étapes de ces
processus ont donc été extrapolées par
analogie de ce qui a ét¢ observé pour
d’autres toxines de la méme famille.

Lensemble des génes nécessaires a la
maturation et a la sécrétion des toxines
RTX s’organisent sous la forme d’un
opéron CABD. En effet, les génes qui
codent pour la sécrétion des toxines
ApxIA, -IIA et -IITA se retrouvent
respectivement au sein de 1’opéron
apxICABD (Frey et al., 1991a ; Frey
et al., 1994), apxIICA (Chang et al.,
1989 ; Inzana et al., 1991 ; Smits et

al., 1991 ; Gygi et al., 1992 ; Jansen
et al., 1992 ; Frey et al., 1993a ; Frey
et al., 1993b ; Jansen et al., 1993a)
et apxIIICABD (Chang et al., 1993 ;
Jansen ef al., 1994).

Le geéne 4 code pour la protoxine,
incapable de s’attaquer aux membra-
nes cellulaires jusqu’a son activation
dans le cytoplasme de la bactérie par
le produit du géne C, coexprimé, et qui
code pour une acyltransférase (Benz
et al., 1989 ; Hardie et al., 1991).
Lactivateur RTX-C (~20 kDa) agirait
sous forme homodimérique en asso-
ciation avec une protéine ACP (A4cyl
Carrier Protein) (10 kDa) (Issartel
et al., 1991) pour acyler la protoxine
proRTX-A (Hardie etal., 1991).11aété
démontré pour HlyA que cette matura-
tion est réalisée par la liaison de chai-
nes saturées a 14 (68 %), 15 (26 %) et
17 (6 %) carbones sur le groupe aminé
€ de deux résidus lysyls internes spéci-
fiques (K564 et K690) (Stanley et al.,
1994 ; Trent et al., 1998 ; Lim et al.,
2000), retrouvés également au sein des
toxines Apx (tableau 3). Cette acyla-
tion pourrait étre en partie responsable
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Tableau 3 : Caractéristiques structurales et fonctionnelles des toxines ApxIA, -IIA, -111A et —-IVA d’Actinobacillus

pleuropneumoniae
. MM - . Toxicité Type de Lo
Toxine (kDa) Nbre aa pl Dom TM | Répét | Lys acylées cellulaire toxicité I-S Références
226-256 K560 fortement HlyA Frey et al., 1991a ; Kamp
. i . 0, .
ApxIA 105 | 1022 | 534 | 297326 | 13 hémolyti- | lysine | 1750 % | etal, 1991 Jansen et
K686 que, cyto- S- al., 1993a ; Stanley et
367-406 toxique 7 ‘;o al., 1998
233-256 K557 fal}ll)grenrr;ent Lkta Kamp et al., 1991 ; Frey
- . ) .
ApxITA 103 956 5,45 266-323 8 lytique, hémolysine [:64% | etal, 1.9933 sTuetal,
N687 modérément S- 1994 ; Stanley et al.,
361-406 - 0 1998
cvtotoxique 80 %
154-170 K571 pas hémo- HIlyA Highlander et al.,. 1989 ;
Iytique ) 1-51% Kamp et al., 1991 ; Ludwig
ApxIITA 120 1049 5,76 315-331 13 K702 fo>rlteme;1t leucotoxine ’ etal., 1991 ; Chang et al.,
397-413 cvtotoxique S: 1993 ; Jansen et al., 1993b ;
ytotoxiqu 68 % Stanley ef al., 1998
Varl 202 1805 4,81 109-608 24 | K667 K859 -
ApxIVA al ement protéase FrpC Schaller et al., 1999
K643 hémolytique
Var3 170 1522 4.93 101-600 14 K854

Dom TM : domaines transmembranaires hydrophobes, I-S : identité et similarité la plus grande, Lys

moléculaire, Répét : nombre de répétitions du nonapeptide riche en glycine et en aspartate.

de la spécificité de 1’action cytopatho-
geéne puisque 1’activation d’une toxine
hybride LktA/ApxIIA ne donne pas
le méme type de cytotoxicité selon
qu’elle est activée par ApxC (hémoly-
tique et leucolytique) ou LktC (leuco-
lytique) (McWhinney ef al., 1992).

Les genes B et D codent pour des pro-
téines de la membrane cytoplasmique
qui, en association avec la protéine
TolC, forment un systeme de sécrétion
de type I permettant la sécrétion de la
toxine mature (figure 1) (Wandersman
et Delepelaire, 1990 ; Wang et al.,
1991 ; Schulein et al., 1992). La pro-
téine RTX-B est un transporteur ABC
qui lie la toxine RTX-A par son extré-
mité C-terminale (Benabdelhak et al.,
2003) et qui, lorsqu’elle hydrolyse de
I’ ATP, subit une modification confor-
mationnelle qui permet le transport
transmembranaire de la toxine (figure
1) (Koronakis ef al., 1993 ; Koronakis
et al., 1995 ; Zaitseva et al., 2005).
La protéine de fusion membranaire,
RTX-D, posséde un large domaine
périplasmique (figure 1) (Schulein e?
al.,, 1992 ; Pimenta et al., 1999) et
relie le cytoplasme de la bactérie au
milieu extracellulaire en connectant
RTX-B (membrane interne) et TolC
(membrane externe) (Thanabalu ef al.,
1998 ; Balakrishnan et al., 2001). Elle
pourrait intervenir dans le repliement
et ’activation de la toxine puisque des
substitutions au sein de HlyD meénent
a la sécrétion d’une toxine déficiente
chez E. coli (Pimenta et al., 2005).
TolC forme une structure porin-like
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trimérique composée d’un domaine
situé dans la membrane externe et
d’un entonnoir de 100 A constitué de
12 hélices o antiparalléles qui se pro-
longent dans le périplasme (figure 1)
(Koronakis et al., 1991 ; Koronakis et
al., 1997 ; Koronakis et al., 2000). Ce
domaine posséde un orifice de 35 A
du coté de la membrane externe et se
rétrécit au niveau de I’ouverture péri-

: lysine, pl : point isoélectrique calculé, MM : masse

plasmique. Il a été montré que cette
derniére pouvait s’¢largir jusqu’a un
diamétre de 30 A (Andersen et al.,
2002). Lorsque la toxine est captée via
son signal de sécrétion C-terminal par
RTX-B, une région non identifiée de la
toxine semble également interagir avec
un domaine de la portion cytoplas-
mique de HlyD produisant une modi-
fication structurale propagée a son

Figure 1 : Sécrétion des toxines RTX au travers de la paroi bactérienne via le sys-
téme de sécrétion de type 1. Lorsque I’extrémité C-terminale de la toxine (rouge)
interagit avec le complexe RTX-BD, une modification conformationnelle de
RTX-D (jaune) constitue un signal qui permet le recrutement de TolC trimérique
(bleu). L’hydrolyse de 1I’ATP par RTX-B (vert) fournit 1’énergie nécessaire a la
sécrétion de la toxine au travers du canal transmembranaire. Une fois sécrétée,
la liaison du Ca?" extracellulaire aux répétitions du nonapeptide RTX induit le
repliement de la toxine en hélice-B dans sa conformation active (Zaitseva et al.,

2005; Balsalobre ef al., 20006).

Périplasme

C

Cvtoplasme



domaine périplasmique et qui permet
le recrutement du trimere TolC dans le
translocon (figure 1) (Balakrishnan et
al., 2001). La sécrétion d’une toxine
RTX active nécessite donc les produits
d’au moins six geénes différents.

Tous les sérotypes possédent les
genes apxIBD (sauf le sérotype 3) et
apxIICA (sauf le sérotype 10) (tableau
1), la délétion des genes apxICA dans
certains sérotypes n’empéchant pas la
transcription des geénes apxIBD. Le
translocon d’ ApxIA ainsi produit pour-
rait servir a la sécrétion de la toxine
ApxIIA dans les sérotypes montrant ce
génotype puisque 1’opéron apx/ICA ne
possede pas de génes apxIIBD (tableau
1). Les geénes de sécrétion ont proba-
blement été délétés et seuls de courts
segments de geénes « apxB-like » se
retrouvent en aval d’apx/I4 (Chang et
al., 1989 ; Inzana et al., 1991 ; Smits
etal., 1991 ; Gygi et al., 1992 ; Jansen
et al., 1992 ; Frey et al., 1993a ; Frey
et al., 1993b ; Jansen et al., 1993a).
Ainsi, il a été montré qu’un mutant
non-hémolytique du sérotype 5 obtenu
par mutagenése chimique, ayant perdu
I’ensemble de 1’opéron apxICABD
mais possédant toujours 1’opéron
apxIICA, ne sécrétant ni ApxIA, ni
ApxIIA et qui est non pathogene chez
le porc et la souris, retrouve une acti-
vité hémolytique modérée lorsqu’il
est complémenté par un plasmide
portant les génes apxIBD (Reimer et
al., 1995). Cette souche recombinante
induit de la pleuropneumonie chez des
porcs mais a une dose plus élevée et
avec moins de mortalité que la souche
sauvage (Reimer et al., 1995), ce qui
semble logique puisqu’elle ne sécréte
pas la toxine ApxIA contrairement a
la souche parentale. Par ailleurs, le
sérotype 3 qui ne posseéde pas I’opéron
apxICABD, parvient tout de méme a
sécréter la toxine ApxIIA (tableau 1).
Il existerait donc un autre systeme de
sécrétion qui pourrait étre celui codé
par I’opéron apxII[ICABD (tableau 1)
(Beck et al., 1994). 11 est intéressant
de souligner que les sérotypes 2, 4,
6 et 8 sont doublement armés pour la
sécrétion de leurs toxines puisqu’ils
possedent les deux systemes ApxIBD
et ApxIIIBD (tableau 1).

Une fois dans le milieu extracellu-
laire, la toxine RTX semble pouvoir se
retrouver sous différentes formes selon
I’environnement physico-chimique :
agrégée ou monomérique en solution,
adsorbée (réversible et non toxique)
ou insérée (irréversible et toxique)
dans la membrane cellulaire (Bakas et

al., 1996 ; Ostolaza et al., 1997 ; Goni
et Ostolaza, 1998). Par exemple, HlyA
est capable de se lier aux bicouches
lipidiques avec la méme affinité en
présence ou en absence de Ca?', ce qui
explique sa faculté d’adsorption sur
les membranes (Ostolaza et al., 1997).
Toutefois, son insertion membranaire
irréversible menant a lyse cellulaire
dépend de la liaison du Ca?** par la
toxine (Ludwig et al., 1988 ; Boehm
et al., 1990a ; 1990b). Cette chéla-
tion du Ca®" constitue donc une sorte
de seconde activation, extracellulaire
(Ostolaza et al., 1995 ; Moayeri et
Welch, 1997 ; Bakas et al., 1998). Elle
se produit au niveau du domaine de
répétitions RTX, induirait un chan-
gement de la structure tertiaire de la
molécule et causerait I’exposition de
portions hydrophobes de la protéine
favorisant la liaison aux membranes
(Bakas ef al., 1998).

Enfin, 4. pleuropneumoniae est égale-
ment capable de relarguer ses toxines
a Dintérieur de vésicules de 20 a 200
nm détachées de la membrane externe
(Luque et al., 2000 ; Balsalobre et al.,
2006) (figure 2).

2.1.2. Le mécanisme d’action
cvtotoxique des toxines Apx PFT

Jusqu’a présent, de nombreuses ques-
tions restent sans réponses quant au
mécanisme d’action cytotoxique des
toxines Apx PFT : la nécessité de lier
ou non un récepteur, I’attaque mem-
branaire par la formation d’un pore
et/ou la perturbation de la monocou-
che lipidique externe de la membrane
cellulaire, 1’oligomérisation membra-
naire ou non, la demi-vie et la taille

de la lésion membranaire, 1’activa-
tion de cascades intracellulaires, etc.
Cependant, les connaissances acquises
pour d’autres toxines RTX permettent,
par analogie, de dégager des pistes et
d’émettre certaines hypotheses sur le
mode d’action lytique.

Il a été démontré pour plusieurs toxi-
nes RTX que leur action cytotoxi-
que dépendait de leur liaison a un
récepteur de surface spécifique : la
glycophorine des érythrocytes et le
LFA (Lymphocyte Function associa-
ted Antigen)-1 des leucocytes pour la
toxine HlyA d’E. coli (Lally et al.,
1997 ; Cortajarena et al., 2001 ; 2003),
la sous-unit¢ CD18 du LFA-1 et du
Mac-1 des leucocytes des ruminants
pour la LktA de Mannheimia hae-
molytica (Dileepan et al., 2005a ;
Dileepan et al., 2005b ; Dileepan et
al., 2007a ; Lawrence et al., 2008), la
sous-unit¢ CD18 du LFA-1 des leu-
cocytes humains pour la LtxA d’Ag-
gregatibacter actinomycetemcomitans
(Dileepan et al., 2007b), et le CD11b
du Mac-1 des leucocytes humains
pour la CyaA de Bordetella pertus-
sis (Masin et al., 2005). Jusqu’a pré-
sent, aucun récepteur cible n’a encore
été identifié pour les toxines Apx
d’A. pleuropneumoniae mais, étant
donné son degré d’identité avec les
autres toxines RTX (tableau 3), il est
possible qu’elles interagissent de la
méme maniere, par exemple, avec le
récepteur LFA-1 porcin.

Plusieurs hypotheses mécanistiques
ont été formulées pour expliquer com-
ment les toxines RTX PFT perturbent
la membrane et I’homéostasie cellu-
laire. Lhypothése la plus courante est
la formation de pores transmembra-

Figure 2 : Libération des toxines RTX au sein de vésicules détachées de la mem-
brane externe de la bactérie. En plus de la sécrétion transmembranaire, la bactérie
est capable de larguer, a partir de la membrane externe dans le milieu extracellu-
laire, des vésicules lipidiques de 20 a 200 nm de diametre contenant des toxines
RTX et des protéases (Zaitseva et al., 2005; Balsalobre et al., 2006).
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naires, hydrophiles et perméables aux
cations (entrée de Ca?" et sortie de
K), apres insertion dans les bicouches
lipidiques des trois domaines hydro-
phobes de I’extrémité N-terminale
des toxines (tableau 3), oligomérisées
ou non, suite a la liaison ou non a
un récepteur membranaire (Bhakdi et
al., 1986 ; Menestrina et al., 1987 ;
Menestrina, 1988 ; Benz et al., 1989 ;
Oropeza-Wekerle et al., 1992 ; Ludwig
et al., 1993 ; Ostolaza et al., 1993 ;
Menestrina et al., 1994 ; Menestrina et
al., 1995a ; Menestrina et al., 1995b).
Le diametre du pore créé par les toxi-
nes Apx a été estimé a environ 2 nm,
ce qui est suffisamment petit pour que
de grandes molécules telles que les
protéines ne puissent s’échapper des
cellules (Maier et al., 1996). Comme
la pression osmotique intracellulaire
est plus élevée que celle du fluide
extracellulaire, il y aurait un flux
entrant passif causant un gonflement
irréversible des cellules et, in fine, leur
nécrose (Tarigan et al., 1994).

Cependant, pour HlyA, d’autres don-
nées ont suggéré qu’en conditions
lytiques, cette toxine ne formait pas
un canal transmembranaire dans la
cellule cible mais qu’elle s’insérait
plutot via dix hélices amphipathiques
dans la monocouche phospholipidique
externe de la membrane cellulaire, a
la maniere d’une protéine intrinséque
ou intégrale (Soloaga et al., 1999 ;
Verza et Bakas, 2000). Linsertion des
toxines dans la couche externe de la
membrane cellulaire induirait alors
une augmentation de la pression laté-
rale exercée entre lipides qui, au-dela
d’un certain seuil, ménerait a une rup-
ture membranaire transitoire (peut-étre
réparée par un transfert net de lipides
vers la monocouche lipidique interne),
a 'influx d’eau et a une libération
d’éléments cellulaires (Soloaga et al.,
1999). Daccumulation des toxines
dans la couche lipidique externe serait
ainsi responsable d’une fragilisation
de la membrane, rendue plus sensible
aux contraintes mécaniques exercées
dans les poumons (Welch, 2001). Par
ailleurs, la liaison de la toxine a son
récepteur pourrait activer ce dernier
et enclencher une cascade de signaux
intracellulaires débouchant, dans les
macrophages et les leucocytes poly-
morphonucléaires (PMNs), sur une
flambée oxydative (oxidative burst)
avec production de radicaux libres
et libération de médiateurs de I’in-
flammation (Jeyaseelan ef al., 2001 ;
Zecchinon et al., 2005).
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Enfin, I’action cytotoxique ne s’ex-
prime pas de la méme fagon selon la
dose de toxine. Une dose sublytique
augmenterait légeérement la concentra-
tion intracellulaire en Ca?*, stimulerait
le métabolisme oxydatif et enclenche-
rait des mécanismes d’apoptose, tan-
dis qu’une forte concentration provo-
querait un afflux intracellulaire massif
de Ca?" et d’eau entrainant la lyse cel-
lulaire (Dom et al., 1992a ; 1992b ;
Tarigan et al., 1994).

2.1.3. La toxine ApxIA

La transcription de l’opéron apxI-
CABD, amplifiée par la protéine Fur et
le Ca?" (Hsu et al., 2003), produit un
transcrit majoritaire apxICA de 3,5 kb
inductible par le Ca?et un minoritaire
apxICABD de 7,5 kb dont I’expression
est indépendante du Ca?* (Gygi et al.,
1992 ; Frey et al., 1994). 11 existe deux
variants du géne apx/A4, I'un rencontré
dans les sérotypes 1, 9 et 11 et I’autre
dans les sérotypes 5 et 10, qui différent
en trois régions et surtout dans la par-
tie C-terminale (Jansen et al., 1993a ;
Nagai et al., 1993). Bien que la somme
des polymorphismes pourrait en modi-
fier la structure secondaire, aucune
des substitutions n’influence fonda-
mentalement le caractére faiblement
hydrophobe et la queue hydroxylée de
cette région (Jansen ef al., 1993a). Par
ailleurs, cette partie intervient dans
I’interaction avec ApxIBD pour la
sécrétion et il est donc possible que
le type d’interaction ApxIA/ApxIBD
différe entre ces deux variants. Ces
modifications pourraient aussi avoir
une répercussion sur 1’activité bio-
logique et ’immunogénicité¢ de la
toxine ApxIA. Une fois sécrétée, elle
fixe le Ca?" extracellulaire (Frey et al.,
1991a) et cette liaison est nécessaire
pour permettre son interaction avec les
membranes cellulaires (van Leengoed
et Dickerson, 1992). ApxIA présente
le plus d’identité avec la toxine HlyA
d’E. coli (tableau 3) et posséde comme
cette derniére une activité cytotoxique
du type « hémolysine », c’est-a-dire
non spécifique du type cellulaire et
de I’espece hote. Elle a été impliquée
dans la destruction des types cellulaires
suivants : macrophages alvéolaires et
péritonéaux, monocytes, PMNs, lym-
phocytes, cellules testiculaires, endo-
théliocytes, pneumocytes et érythro-
cytes porcins ; PMNs, endothéliocytes
et érythrocytes bovins ; lymphocy-
tes, pneumocytes et endothéliocytes
murins ; érythrocytes ovins, équins,
canins, humains, de lapin, de volaille

et de cobaye (tableau 2).

2.1.4. La toxine ApxIIA

Le geéne apxIIA ne montre pas de
variation allélique significative.
Contrairement a I’opéron apxICABD,
son niveau d’expression reste le méme
pour des concentrations différentes de
Ca?" dans le milieu de culture (Gygi
et al., 1992 ; Frey et al., 1994). 11 a
aussi été démontré que le fer répri-
mait la production de toxines ApxIIA
a des concentrations de 100 et 500 uM
(Maudsley et Kadis, 1986). Une fois
sécrétée, ApxIIA fixe également le
Ca?" et il a été démontré que cette
liaison est nécessaire pour I’ interaction
avec les membranes des érythrocytes
et des PMNs (Frey et Nicolet, 1990 ;
Frey et al., 1991b ; van Leengoed et
Dickerson, 1992). La toxine ApxIIA
présente la plus grande identité avec
la toxine RTX LktA de Mannheimia
haemolytica et ne montre qu’une fai-
ble activité hémolytique et cytotoxique
(tableau 3). Elle a été impliquée dans
la cytotoxicité contre les macropha-
ges, lymphocytes, pneumocytes de
type II porcins (Stine et al., 1991 ;
van de Kerkhof et al., 1996 ; Kamp et
al., 1997) et les lymphocytes murins
(Stine et al., 1991).

2.1.5. La toxine ApxIIIA

Contrairement a 1’opéron apx/CABD
mais a ’instar de 1’opéron apxI/ICA,
le niveau d’expression de 1’opéron
apxIIICABD reste le méme pour des
concentrations différentes de Ca?* dans
le milieu de culture (van Leengoed et
Dickerson, 1992). ApxIIIA ne se lie
pas aux érythrocytes mais aux leuco-
cytes, uniquement en présence de Ca?*
(van Leengoed et Dickerson, 1992).
Elle ne présente donc pas d’activité
hémolytique mais posséde une activité
cytotoxique spécifique des leucocytes
porcins (tableau 3) (Cullen et Rycroft,
1994; van de Kerkhof et al., 1996;
Kamp ef al., 1997). Les déterminants
pro-apoptotiques de la toxine ApxIITA
semblent localisés a ses extrémités N-
(aa 1 a 160) et C-terminales (aa 825-
1000), tandis que les déterminants
cytotoxiques, en plus des extrémités
N- et C-terminales, se situeraient aussi
dans le domaine d’activation (aa 420-
680) (Seah et Kwang, 2004).

2.1.6. La toxine ApxIVA

L’expression du géne apxIVA n’a pas
été observée in vitro (Schaller et al.,
1999). 1l existe deux variants de ce



Tableau 4 : Répétitions du nonapeptide RTX, (L/I/V/F)-X-G-G-X-G-(N/D)-D-X, des toxines ApxIA, -11A, -I11A et -IVA d’Actino-

bacillus pleuropneumoniae

— ApxIA ApxIIA ApxIIA ApxIVA_, ApxIVA_,
Répét
(Frey

1 719-IGSNRKDK-727 717-1IGSQFNDI-725 734 1IGSNQRDE-742__|_1105-LSGSAGDDL-1113 | _1097-LSGSAGDDL-1105
2 728-FFGSRFTDI-736 | 726-FKGSQFDDV-734 | 743-FKGSKFRDI-751 | 1114-LIGGEGNDT-1122 | 1106-LIGGEGNDT-1114
3 737-FHGAKGDDE-745 | 735-FHGGNGVDT-743 | 752-FHGADGDDL-760 | 1123-LKGSYGADT-1131 | 1115-LKGSYGADT-1123
4 746-IYGNDGNDI-754 | 744-IDGNDGDDH-752 | 761-LNGNDGDDI-769 | 1134-FSKGHGQDI-1142 | 1126-FSKGHGQDV-1134
5 755-LYGGDGNDV-763 | 753-LFGGAGDDV-761 | 770-LYGDKGNDE-778 | 1224-LYGTDGNDD-1232 | 1216-LYGTDGNDD-1224
6 764-THGGDGNDH-772_| 762-IDGGNGNNF-770 | 779-LRGDNGNDQ-787 | 1243-LEGGKGNDI-1251 | 1235-VEGGKGNDI-1243
7 773-LVGGNGNDR-781 | 771-LVGGTGNDI-779 | 788-LYGGEGNDK-796 | 1252-LRGGYGADT-1260 | 1244-LRGGYGADT-1252
8 782-LIGGKGNNF-790 | 780-ISGGKDNDI-788 | 797-LLGGNGNNY-805 | 1263-FSKGHGQDI-1271 | 1255-FSKGHGQDI-1263
9 791-LNGGDGDDE-799 806-LSGGDGNDE-814 | 1353-LFGTDGDDN-1361 | 1345-LFGTDGDDN-1353
10 810-LLGGAGNDI-818 825-LRGGKGDDK-833 | 1371-IDAGAGNDT-1379 | 1363-IDAGAGNDT-1371
1 819-LYGSDGTNL-827 834-LYGSSGSDL-842 | 1380-VNGGNGDDT-1388 | 1372-VNGGNGDDT-1380
12 828-FDGGVGNDK-836 843-LDGGEGNDY-851 | 1389-LIGGKGNDI-1397 | 1381-LIGGKGNDI-1389
13 837-1YGGLGKDI-845 852-LEGGDGSDF-860 | 1398-LRGGYGADT-1406 | 1390-LRGGYGADT-1398
14 1409-FSKGHGQDI-1417 | 1401-FSKGHGQDI- 1409
15 1499-LYGTDGNDD-1507

16 1518-LEGGKGNDI-1526

17 1527-LRGGYGADT- 1535

18 1538-FSKGHGQDI- 1546

19 1628-LFGTDGDDN- 1636
20 1646-IDAGAGNDT-1654
21 1655-VNGGNGDDT-1663
2 1664-LIGGKGNDI-1672
23 1673-LRGGYGADT-1681
24 1684-FSKGHGQDI- 1692

Dom TM : domaines transmembranaires hydrophobes, I-S : identité et similarité la plus grande, Lys : lysine, pl : point isoélectrique calculé, MM : masse moléculaire,

Répét : nombre de répétitions du nonapeptide riche en glycine et en aspartate.

gene (Dreyfus et al., 2004). Les séro-
types 1 (S4074) et 3 (HV114) pos-
sédent respectivement le geéne apxl-
VA, et apxIVA . (Schaller et al.,
1999). Les trois premiers quarts de
ces deux variants différent par 11
résidus. Le premier géne code pour
la toxine ApxIVA , qui possede les
¢éléments typiques des protéines RTX
(tableaux 3 et 4). L’arrangement de
I’extrémité C-terminale est cependant
inhabituel car les répétitions typi-
ques des nonapeptides sont entremé-
lées avec quatre régions présentant
une homologie avec les séquences
consensus des ADN polymérases de la
famille 2 et qui pourraient étre impli-
quées dans la liaison de Mg?" (Argos,
1988). Latoxine APX-IVA, ; contient
seulement 14 nonapeptides riches en
glycine et deux séquences du type
« ADN polymérase de la famille 2 »
(tableaux 3 et 4) (Schaller et al., 1999).
L’organisation de cette région est iden-
tique a celle de ApxIVA, , sauf pour
les résidus 1146-1428 qui sont délétés
et remplacés par une courte séquence
peptidique (YSDSANSKK). Dans ces
deux souches, le géne apxIVA est pré-
cédé par, et peut-étre co-transcrit avec,
ORF1. Le produit de ce géne, qui ne
ressemble a aucune protéine connue,

semble étre impliqué dans 1’activa-
tion de ApxIVA et est requis pour les
phénotypes hémolytique et co-hémo-
lytique (CAMP) observés (Schaller ez
al., 1999). La toxine ApxIVA montre
une similarité élevée avec les exopro-
téines RTX FrpA et FrpC de Neisseria
meningitidis et se distingue donc des
trois premiéres toxines Apx (tableaux
3 et 4) (Thompson et al., 1993). 1l
a ¢été démontré récemment que des
concentrations physiologiques en Ca**
pouvaient induire un nouveau type de
clivage autocatalytique au niveau de
la liaison peptidique entre I’ Asp414 et
la Pro415 de FrpC et que le nouveau
fragment N-terminal généré pouvait
étre fixé de facon covalente par un
nouveau type de liaison entre le groupe
carboxyl de son Asp C-terminale et
le groupe aminé € d’une Lys interne
d’une autre molécule FrpC (Osicka
et al., 2004). De telles activités auto-
catalytiques et de « cross-linking »
furent observées pour la toxine
ApxIVA d’A. pleuropneumoniae, mais
leur importance biologique n’est pas
encore connue (Osicka et al., 2004).
Le segment nécessaire et suffisant a
cette activité autocatalytique se situe-
rait entre les résidus 400 a 657 de
FrpC et une séquence homologue se

retrouve au sein de ApxIVA (Osicka
et al., 2004).

2.2. Les lipopolysaccharides

Les LPS jouent un rdle dans le déve-
loppement de la maladie mais de
moindre importance que les toxines
Apx. En effet, il a ét¢ montré qu’un
mutant du sérotype 1, ne produisant ni
ApxIA, ni ApxIIA, mais possédant des
LPS intacts, est dépourvu de pouvoir
pathogeéne chez la souris et chez le
porc par rapport a sa souche paren-
tale (Tascon et al., 1994 ; Boekema
et al., 2004b) et que des surnageants
de culture débarrassés des toxines
par des anticorps monoclonaux sont
peu pathogenes (Kamp et al., 1997).
Toutefois, 1’inoculation intranasale a
des souris de LPS du sérotype | par
Idris et ses collaborateurs (1993) a per-
mis de reproduire les mémes 1ésions
que celles obtenues par 1’inoculation
de la bactérie enti¢re de ce sérotype ou
de son surnageant de culture contenant
les toxines Apx. En réalité, 1’action
toxique des LPS dépend des quantités
administrées et de tres fortes doses
(100 pg a 40 mg) sont nécessaires pour
induire des lésions similaires a celles
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trouvées chez des porcs infectés par la
bactérie (Fenwick ef al., 1986 ; Udeze
etal., 1987).

Le LPS semble participer a la viru-
lence d’A. pleuropneumoniae en inter-
venant dans 1’adhérence : (i) les sou-
ches générant des colonies de type
lisse adhérent en plus grand nombre a
des anneaux trachéaux porcins en cul-
ture que celles de type semi-rugueux
(Belanger et al., 1990) ; (ii) cette adhé-
rence peut étre inhibée par du LPS
purifié, par des polysaccharides de haut
poids moléculaire ou par un anticorps
monoclonal dirigé contre ces polysac-
charides (mAb 5.1G8F10) (Paradis et
al., 1994 ; Paradis et al., 1999) ; (iii)
des souches mutantes pour le corps
du LPS montrent que ce domaine joue
un réle important dans 1’adhérence
d’A. pleuropneumoniae aux cellules
du tractus respiratoire porcin puisque
I’adhérence de ces mutants a des sec-
tions trachéales congelées est moindre
comparée a celle de la souche paren-
tale (Rioux et al., 1997 ; Rioux et al.,
1999 ; Labrie et al., 2002).

Les glycosphingolipides présents a la
surface des cellules épithéliales res-
piratoires ont été identifiés comme
des récepteurs potentiels du LPS
d’A4. pleuropneumoniae et en particu-
lier les séquences saccharidiques : (i)
GlcCer et LacCer ; (ii) glycosphingoli-
pides GalCer et sulfatide, et (iii) GgO3
et GgO4 (Abul-Milh et al., 1999). Des
bactéries entieres, du LPS purifié et
du LPS détoxifié¢ des sérotypes | et 2
d’A. pleuropneumoniae se lient plus
fortement au gangliotriaosylcéramide
(GgO3) et au gangliotétraosylcéra-
mide (GgO4) (Abul-Milh et al., 1999).
Ces interactions ne sont pas significa-
tivement affectées par des anticorps
monoclonaux spécifiques des antige-
nes O homologues, suggérant que le
corps oligosaccharidique pourrait étre
le domaine conservé du LPS impliqué
dans I’adhérence au GgO3 et au GgO4
(Abul-Milh et al., 1999). Par ailleurs,
il a été montré pour certains sérotypes
d’A. pleuropneumoniae qu’ils étaient
capables de se lier spécifiquement aux
phospholipides du type éthanolamine,
constituant des membranes cellulaires,
et que cette liaison semble se faire via
I’antigene O du LPS (Jeannotte et al.,
2003). Néanmoins, le role du corps
oligosaccharidique dans 1’adhérence
n’a pas été démontré in vivo.

Lorsque I’on interpréte ces données,
il faut tenir compte de la variation
dans la longueur et la complexité
des chaines O entre souches de dif-
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férents sérotypes d’A4. pleuropneu-
moniae. Par exemple, les souches du
sérotype 2 formant des colonies de
type lisse expriment typiquement un
LPS qui peut empécher 1’accessibilité
du corps oligosaccharidique (Bosse
et al., 2002). Ladhérence aux cellu-
les hotes est un processus complexe,
multifactoriel, et d’autres expériences
avec des mutants bien définis sont
nécessaires afin de mieux comprendre
cette étape initiale qu’est I’adhérence
dans la pathogenese de I’infection par
A. pleuropneumoniae.

Le LPS pourrait aussi jouer un autre
role en intervenant, pour certains
sérotypes, comme ¢lément protecteur
contre 1’attaque des facteurs du com-
plément. Une étude de mutagenése
par transposition montre que c’est
I’expression de la chaine O du LPS
qui est responsable de la résistance au
sérum, typique du sérotype 1 (Rioux
etal., 1999).

2.3. La capsule polysaccharidique

La capsule polysaccharidique semble
jouer un role dans la virulence par
son épaisseur, sa composition et son
expression, rendant les souches plus
ou moins virulentes (Bandara et al.,
2003). Contrairement aux souches
parentales capsulées, les mutants non
capsulés d’A4. pleuropneumoniae obte-
nus par mutagenése chimique (Inzana
et al., 1988), échange allélique (Ward
et al., 1998) ou mutagenese par trans-
position (Rioux ef al., 2000) sont atté-
nués (Inzana et al., 1988 ; Inzana et
al., 1993). En général, les isolats dotés
de capsules épaisses semblent étre plus
virulents : (i) une souche du sérotype
5 (isolat B8) possédant une capsule
fragile, moins adhérente, est moins
virulente qu’un isolat du méme séro-
type (12000) qui a une capsule épaisse
et bien adhérente (Jensen et Bertram,
1986) ; (ii) la souche atténuée CM5SA
dérivée de plusieurs passages in vitro
de la souche virulente du sérotype 1
CMS5 s’entoure d’une capsule plus
fine (Rosendal et Maclnnes, 1990) ;
(iii) des mutants acapsulaires d’une
souche du sérotype 5a (Acps5ABC)
générés par délétion des genes inter-
venant dans la synthése de la cap-
sule ¢ps5ABCD (Ward et al., 1998)
et des mutants acapsulaires issus de
mutagenese par transposition dans une
souche du sérotype 1 (Rioux et al.,
2000) sont plus facilement éliminés du
tractus respiratoire que leurs souches
parentales encapsulées et pleinement

virulentes ; (iv) un mutant isogénique
du sérotype 1 délété dans les génes
cpsIAB et ne produisant pas de cap-
sule est moins virulent que sa souche
parentale (Bandara et al., 2003).

La capsule polysaccharidique,
lorsqu’elle est synthétisée, intervient
dans I’adhérence aux surfaces, fournit
une protection contre les mécanismes
de défense de I’hote (fixation du com-
plément, opsonophagocytose, protec-
tion contre les radicaux libres produits
dans les macrophages et PMNs...) et
contre certains antibiotiques. Ainsi,
il a ét¢ démontré que la résistance
d’A. pleuropneumoniae aux effets
bactéricides d’un sérum (immunisé
ou non) et a une opsonophagocytose
médiée par le complément pourrait
étre lie a la capsule (Rycroft et Cullen,
1990 ; Thwaits et Kadis, 1993 ; Ward
et Inzana, 1994). Des souches mutan-
tes AcpsSABC acapsulaires du séro-
type 5 d’A. pleuropneumoniae sont
effectivement tuées en présence de
sérum (immun ou non), tandis que les
mémes souches capsulées ne le sont
pas (Thwaits et Kadis, 1993 ; Ward
et Inzana, 1994 ; Ward et al., 1998).
Une capsule épaisse n’empéche pas la
liaison et 1’activation du complément
mais, en liant les anticorps dirigés
contre la capsule a une distance signi-
ficative de la membrane cellulaire, elle
limite le dépdt de C9, un composant
du complexe d’attaque membranaire
(Ward et Inzana, 1994).

2.4. Les fimbriae

Les fimbriae sont des appendices bac-
tériens impliqués dans des phénome-
nes d’adhérence qui, a ce titre, peuvent
jouer un role primordial tout au long
de l’infection (Andersen, 1990). Des
fimbriae intactes et sous-unitaires ont
été purifiées des sérotypes 1, 2, 7 et 12
d’A. pleuropneumoniae et le séquen-
cage de leur extrémité N-terminale
a montré que leurs 12 premiers aci-
des aminés sont identiques a ceux des
sous-unités fimbriaires de nombreuses
autres bactéries (Zhang et al., 2000).
De plus, une réaction croisée se pro-
duit entre des préparations de ces fim-
briae intactes et un antisérum dirigé
contre la sous-unité fimbriaire de type
IV de Moraxella bovis (Zhang et al.,
2000). Ces adhésines ont donc été
classées dans la famille des fimbriae
de type IV.

Leur production par A. pleuropneumo-
niae semble étre régulée par les condi-
tions de croissance in vivo. En effet, il



Figure 3 : Les différentes stratégies de récupération, par Actinobacillus pleuro-
pneumoniae, du fer libre ou associé a la transferrine, I’hémoglobine et I’héme.
La bactérie peut récupérer le fer en liant la transferrine via le récepteur TbpA
(mauve). En association avec le complexe TonB1/ExbB1/ExbD1 (rose) ou TonB2/
ExbB2/ExbD2 (rouge) fournissant I’énergie nécessaire, ils vont transmettre 1’ion
métallique a la protéine périplasmique AfuA (vert clair). Grace aux toxines Apx,
I’hémoglobine est libérée des érythrocytes et peut étre captée par le récepteur de
membrane externe HgbA (bleu foncé) et, peut-étre, a partir du LPS (vert foncé).
Son ion ferrique sera alors transmis via le complexe TonB2/ExbB2D2 (rouge) a
AfuA. Cheme peut étre capté par les récepteurs TbpB (mauve) et HgbA, et son
fer transmis de la méme fagon a AfuA. Le fer libre peut étre capté par des ferri-
chromes sécrétés dans le milieu extracellulaire. Le ferrichrome est alors capté par
le récepteur FhuA (bleu ciel), transféré par le complexe TonB2/ExbB2/ExbD2 a
la protéine périplasmique FhuD (bleu ciel) puis intégré dans le cytoplasme via les
protéines FhuBC localisées dans la membrane interne (bleu ciel). D’autres types
de sidérophore pourraient étre captés par des récepteurs de membrane externe
(rose). Enfin, la protéine AfuA associ¢e au fer va étre captée par le complexe
AfuBC (vert clair) qui va faire entrer I’ion métallique dans le cytoplasme de la
bactérie (Bosse et al., 2002).
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Cytoplasme ? Fer

a été mis en évidence que la transcrip-
tion du cluster apfABCD codant pour
la fimbriae de type IV (Stevenson et
al., 2003) est étroitement régulée par
un promoteur sensible aux conditions
de culture et est activée par un contact
de la bactérie avec les cellules épithé-
liales pulmonaires porcines ou lors
d’infections expérimentales de porcs
(Boekema et al., 2004a). Les niveaux
d’expression des fimbriae d’isolats
provenant des cavités nasales, des
amygdales et des poumons sont com-
parables, ce qui pourrait indiquer que
le taux d’expression fimbriaire serait
équivalent dans ces trois sites anato-
miques (Utrera et Pijoan, 1991).

Le gene apfA4 code pour une prépiline
d’environ 16 kDa qui est réduite a 14,5
kDa lorsqu’elle subit le clivage de sa
séquence signal par la peptidase ApfD
pour donner la piline mature qui sera
polymérisée par la suite (Stevenson
et al., 2003). Les 30 premiers résidus

de ApfA, contenant le peptide sig-
nal N-terminal, montrent une forte
identité avec les autres membres du
groupe A de la famille des fimbriae de
type IV (Stevenson et al., 2003). Les
résidus cystéyls C-terminaux sont éga-
lement hautement conservés formant,
dans les autres fimbriae de type IV, des
ponts disulfures qui produisent une
boucle importante d’un point de vue
fonctionnel (Stevenson et al., 2003).

2.5. Les systémes de captation
du fer et d’autres nutriments

Le fer est essentiel pour la croissance
bactérienne. Sa disponibilité¢ plus ou
moins grande régule également 1’ex-
pression de nombreux facteurs de
virulence. Dans les sécrétions exo-
crines de I’hote, le fer extracellulaire
est li¢ a des glycoprotéines comme
la lactoferrine ou la transferrine. La
majorité du fer intracellulaire est,

quant a elle, séquestrée par des pro-
téines contenant de 1’héme comme
I’hémoglobine. Les stratégies d’ac-
quisition du fer mises en place par les
bactéries pour survivre dans 1’hote,
sont multiples depuis la production de
sidérophores chélatant directement le
fer libre jusqu’a I'utilisation directe
des protéines de I’hote (1a lactoferrine,
la transferrine, ’hémoglobine, ’héme
libre, I’hémine, 1’hématine...) afin de
leur soutirer leur fer.

2.5.1. Récupération de la transferrine

A. pleuropneumoniae est capable
d’utiliser spécifiquement la transfer-
rine porcine comme unique source
de fer (Niven et al., 1989 ; Gonzalez
et al., 1990). Plusieurs expériences
montrent que la capacité d’utiliser le
fer lié a la transferrine est nécessaire
a la multiplication et a la persistance
d’A. pleuropneumoniae dans les voies
respiratoires porcines.

Les différents éléments du systeme
de captation du fer via la transfer-
rine comprennent les génes thpBA et,
directement en amont de ceux-ci, les
genes exbBD (Tonpitak et al., 2000).
Les geénes thpBA sont co-transcrits
avec les genes exbBD (Gonzalez et
al., 1995 ; Tonpitak ef al., 2000). Leur
transcription se fait sous la forme
d’un ARNm polycistronique et est
induite lorsque le milieu est déplété
en fer (Tonpitak et al., 2000). TbpA
(~ 100 kDa) et —B (~ 60 kDa) (Daban
et al., 1996 ; Medrano et al., 1997 ;
Kim et Lee, 2006) ont été identifiées
comme des protéines de la membrane
externe possédant une affinité pour
le lobe C de la transferrine porcine
(Gonzalez et al., 1990 ; Ricard et al.,
1991). TbpA (Tbpl,TfbB) forme un
canal transmembranaire pour le trans-
port du fer au travers de la membrane
externe (figure 3) (Gonzalez et al.,
1995 ; Daban et al., 1996 ; Wilke et
al., 1997). TbpB (Tbp2, TfbA) sem-
ble étre une lipoprotéine qui s’ancre
dans la membrane externe (figure
3) (Gerlach et al., 1992 ; Gonzalez
et al., 1995 ; Fuller et al., 1998).
Lexpression de TbpB est particulie-
rement importante dans la phase aigué
de I’infection et diminue au cours de
la maladie (Hennig et al., 1999). Une
interaction entre ces deux protéines
serait nécessaire pour une utilisation
optimale de la transferrine porcine
comme unique source de fer (figure
3) (Gonzalez et al., 1995 ; Fuller et
al., 1998 ; Litt et al., 2000). Elles sem-
blent jouer un rdle important dans la
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virulence puisque des souches AtbpB,
AtbpA et AtbpBAtbpA n’induisent pas
la maladie lors d’une infection par
aérosol (Baltes et al., 2002).

2.5.2. Récupération du fer a partir de
[’hémoglobine

Certains isolats d’A. pleuropneumo-
niae sont capables d’utiliser 1’hémo-
globine et I’héme de différentes espe-
ces animales comme unique source
de fer pour leur croissance tandis que
d’autres isolats en sont incapables
(Deneer et Potter, 1989 ; Belanger et
al., 1995 ; Archambault et al., 2003).
L’hémoglobine est relachée des
érythrocytes par les toxines Apx (Frey
et al., 1993a) et peut étre décompo-
sée par des protéases aboutissant a la
libération de I’héme (Negrete-Abascal
et al., 1994 ; Garcia-Cuellar et al.,
2000).

Des protéines de la membrane externe
ont été impliquées dans la liaison
de I’hémoglobine porcine (figure 3)
(Belanger et al., 1995 ; Archambault
et al., 1997 ; Archambault et al.,
1999). En effet, des expériences uti-
lisant un mutant acapsulaire ont indi-
qué que ces molécules de surface liant
I’hémoglobine sont plus exposées en
I’absence des polysaccharides capsu-
laires (Archambault et al., 1999). 11 a
aussi été démontré que des conditions
de restriction en fer pouvaient pro-
mouvoir I’expression de ces récep-
teurs a hémoglobine (Archambault et
al., 1999 ; Archambault et al., 2003).
Ainsi, une protéine de membrane
externe de 75 kDa dont I’expression
est régulée par le fer, liant I’hémoglo-
bine et I’hémine, a été mise en évi-
dence et pourrait étre apparentée a
des protéines de nombreuses bactéries
Gram négatives telles que des protéi-
nes de membrane externe, de transport
ainsi que des récepteurs TonB dépen-
dants (Archambault et al., 2003). Un
autre récepteur a I’hémoglobine por-
cine nommé HgbA (105 kDa), localisé
dans la membrane externe (figure 3),
codé par le géne hghA, surexprimé
lors d’une déplétion en fer (Srikumar
et al., 2004 ; Deslandes et al., 2007)
et conservé parmi tous les sérotypes
d’A. pleuropneumoniae, semble jouer
un role dans I’infection puisqu’un
mutant isogénique AhgbA montre une
virulence réduite chez le porc par rap-
port a la souche parentale (Shakarji
et al., 2006). Comme les récepteurs
TbpA et TbpB, HgbA aurait aussi la
capacité de lier ’heme (Pawelek et
Coulton, 2004).
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Le lipide A purifié¢ du LPS, de méme
que ses constituants en acide gras,
lient également 1’hémoglobine por-
cine purifiée in vitro (Belanger et al.,
1995). Toutefois, des souches mutées
pour le LPS ne sont pas altérées dans
la fonction récupératrice du fer a partir
de I’hémoglobine (Archambault ef al.,
1999).

2.5.3. Récupération du fer a partir de
sidérophores

Un récepteur a ferrichrome (sidéro-
phore de type hydroxamate), FhuA
(75 kDa), a été identifié dans la mem-
brane externe de tous les sérotypes
d’A. pleuropneumoniae (figure 3) et
est codé par le gene fhud dont 1’ex-
pression n’est pas exacerbée lors d’une
restriction en fer (Mikael ef al., 2002 ;
2003). Un mutant délété pour fhuAd est
incapable d’acquérir le ferrichrome
(Mikael et al., 2003) mais I’infection
produite par une telle souche n’est
pas atténuée par rapport a la souche
parentale (Baltes et al., 2003b). Le
gene fhuAd codant pour le récepteur
se localise dans I’opéron fhuCDBA
ou FhuD (35,6 kDa) est une protéine
périplasmique (figure 3) responsable
de la translocation de I’hydroxamate
ferrique de la membrane externe vers
la membrane interne. FhuC (28,5 kDa)
et FhuB (69,4 kDa) sont des protéi-
nes associées a la membrane cyto-
plasmique (figure 3) qui internalisent
I’hydroxamate ferrique (Mikael et al.,
2002).

En conditions de restriction en fer,
I’expression des geénes d’un possible
complexe yfeABCD, un autre systéme
d’acquisition de fer chélaté, ont été
détectés ainsi que celle des genes
codant pour un systéme du type enté-
robactine (Deslandes et al., 2007). 11
semble qu’A. pleuropneumoniae soit
également capable d’acquérir le fer a
partir des sidérophores d’autres bacté-
ries (Diarra et al., 1996).

2.5.4. Transfert du fer libre depuis
les récepteurs de haute affinité de la

membrane externe vers le cvtoplasme
bactérien

Une fois la molécule li¢e a son récep-
teur, le fer qui lui est associé est libéré
dans le périplasme par le complexe
ExbBDTonB (figure 3) (Moeck et
Coulton, 1998; Beddek et al., 2004).
Les protéines ExbB et ExbD sont des
protéines intégrales localisées dans la
membrane interne d’A. pleuropneu-
moniae (figure 3) qui ancrent la pro-
téine TonB dans le périplasme sous

forme d’un dimere (Chang et al.,
2001). La liaison d’un ligand a ’un
des récepteurs de haute affinité en sur-
face décrits précédemment, induit des
changements conformationnels consti-
tuant un signal per¢u dans le péri-
plasme par le complexe ExbBDTonB
qui libére alors 1’énergie nécessaire
au transport du fer au travers de la
membrane externe (figure 3) (Moeck
et Coulton, 1998).

La protéine Fur (Hsu ef al., 2003) est
associée a la régulation des systémes
de récupération du fer (Gonzalez et al.,
1995) et un mutant isogénique Afur
d’A. pleuropneumoniae montre une
expression constitutive de TbpB et
ExbB, des problemes de croissance
in vitro et une réduction de virulence
lors d’une infection des porcs par
aérosol (Jacobsen et al., 2005b). Par
ailleurs, 1’inoculation par aérosol d’un
mutant isogénique d’A4. pleuropneu-
moniae AexbB est incapable d’évo-
quer une réponse immune humorale
détectable, probablement parce qu’il
ne colonise pas suffisamment long-
temps ’appareil respiratoire (Baltes et
al.,2001).

Un geéne tonB1 se retrouve en amont
des geénes exbB1DItbpBA et pourrait
étre localisé sur le méme transcrit
issu d’un promoteur régulé par le fer,
aboutissant a la formation d’un sys-
téeme TonB1 (Tonpitak et al., 2000 ;
Beddek et al., 2004). Un second sys-
téme TonB2 existe, issu du cluster
exbB2D2tonB2 (figure 3) (Beddek et
al., 2004 ; Deslandes et al., 2007).
Ce dernier est essentiel a la crois-
sance in vitro lorsque la seule source
de fer est I’hémine, 1’hémoglobine
porcine ou le ferrichrome (Beddek et
al., 2004). Lorsque le fer est fourni
sous forme de transferrine porcine,
aucun des mutants associés a TonB1
ou TonB2 ne sont viables (Beddek et
al., 2004). TonB2 semble jouer un role
plus important que TonB1 puisque
des mutants fonB2 sont hautement
atténués dans un modele d’infection
aigué, contrairement a tonB1 (Beddek
et al.,2004).

Enfin, le systeme AfuABC
(Actinobacillus Ferric Uptake), codé
par le locus afudBC, est un systéme
indépendant des précédents qui inter-
viendrait dans le transport du fer,
sous sa forme ferrique, au travers de
la membrane cytoplasmique (figure
3) (Chin et al., 1996). Dans ce com-
plexe ABC liant I’ATP, AfuA est une
protéine périplasmique qui capture le
fer libre, tandis que AfuB et AfuC se



localisent dans la membrane cytoplas-
mique et forment ’appareil de trans-
location du fer dans le cytoplasme.
AfuB, hautement hydrophobe, est une
protéine intégrale et AfuC, hydrophile,
est exposée a la lumieére cytoplasmi-
que (figure 3) (Chin et al., 1996).

2.5.5. Récupération d’autres nutriments

Le fer n’est pas le seul nutriment limi-
tant pouvant affecter la capacité de
survie d’A. pleuropneumoniae dans
le tractus respiratoire. Récemment, il
est apparu qu’'un opéron codant pour
un systeme de transport de type ABC
(cbi-KLMQO) semble nécessaire a
I’acquisition du nickel (Bosse et al.,
2001) qui n’est disponible qu’a de
trés faibles concentrations chez les
mammiféres et qui est requis pour
I’activité uréase chez A. pleuropneu-
moniae. Uinsertion d’un transposon
dans le géne cbi-K d’A. pleuropneu-
moniae n’affecte pas le taux de crois-
sance in vitro par rapport a celui de la
souche parentale (Bosse et al., 2001).
Néanmoins, ce mutant est uréase-
négatif dans des conditions limitantes
en nickel et est incapable d’établir une
infection suite a I’inoculation d’une
faible dose en aérosol (Bosse et al.,
2001). La contribution du nickel a la
virulence d’A. pleuropneumoniae est
liée a son role dans D’activité uréa-
sique. En effet, une mutation dans
I’opéron uréase mene a des niveaux
similaires d’atténuation (Bosse et al.,
2001). Toutefois, il est possible que le
nickel soit requis pour d’autres fonc-
tions (Ahn et al., 20006).

2.6. Les protéases

Negrete-Abascal et ses collaborateurs
(Negrete-Abascal et al., 1994) ont
concentré, a partir des surnageants de
culture d’A. pleuropneumoniae, plu-
sieurs protéines (de 50 a plus de 200
kDa) montrant une activité protéo-
lytique modérée contre les immuno-
globulines A (IgAs) monomériques
porcines, mais pas contre les immu-
noglobulines G (IgGs). Ces diftéren-
tes protéases dégradent également
I’hémoglobine porcine, humaine
et bovine mais moins efficacement
(Negrete-Abascal ef al., 1994). Par
la suite, ce groupe purifia une des
protéines de haute masse moléculaire
(> 200 kDa) et montra qu’il s’agis-
sait d’oligomeres d’une métallopro-
téase de 47 kDa conservée dans tous
les sérotypes (Negrete-Abascal ef al.,
1998). Contrairement a leur premicre

étude, cette protéine purifiée montra
une activité protéolytique in vitro a
la fois contre les IgAs et les IgGs
porcines, ainsi que vis-a-vis de I’hé-
moglobine et de la gélatine porcines
(Negrete-Abascal ef al., 1998). Cette
protéase se retrouve en périphérie
(active) et a I’intérieur (inactive) de
vésicules de 20 a plus de 200 nm de
diametre, formées et libérées de la
membrane externe (Negrete-Abascal
et al., 2000). Toutes ces données sug-
gerent qu’il est possible que la dégra-
dation des immunoglobulines porci-
nes observée de maniére récurrente
(Kilian, 1976 ; Negrete-Abascal ef al.,
1994 ; Negrete-Abascal et al., 1998)
soit due a une activité protéolytique
non spécifique plutdt qu’a une activité
protéasique ciblant les IgAs. On ne
sait pas encore clairement si A. pleu-
ropneumoniae est capable de produire
une protéase contre des immunoglo-
bulines qui pourrait interférer avec
I’opsonophagocytose.

Une métalloprotéase a zinc de 24 kDa,
présente dans tous les sérotypes
d’A. pleuropneumoniae, a été clonée
et exprimée en E. coli (Garcia-Cuellar
et al., 2000). La forme oligomé-
rique du peptide recombinant clive
le collagéne, la gélatine et ’actinine
in vitro. Cette protéase est probable-
ment différente du complexe [Ca, Zn]
métalloprotéase (> 200 kDa) décrit
par Negrete-Abascal et collaborateurs
qui dégrade aussi la gélatine, puisque
des anticorps dirigés contre cette pro-
téine ne reconnaissent pas la protéase
recombinante de 24 kDa (Negrete-
Abascal et al., 1998).

Certains sérotypes d’A. pleuropneu-
moniae sont capables de sécréter, in
vitro et in vivo, une métalloprotéase
indépendante du zinc (101 kDa),
appartenant a la famille des amino-
peptidases, qui posséde un haut degré
d’identité avec des aminopeptidases
d’autres bactéries Gram négatives,
suggérant un role dans la pathoge-
nese de la pleuropneumonie (Garcia
Gonzalez et al., 2004).

2.7. Le métabolisme bactérien

A. pleuropneumoniae persiste au sein
des séquestres pulmonaires, donc dans
des conditions anoxiques, grace a I’ex-
pression de geénes intervenant dans
un métabolisme de type anaérobique
(Baltes et Gerlach, 2004). Par ailleurs,
il a également été démontré que ces
genes surexprimés en anaérobiose le
sont aussi lorsque le milieu de culture

est supplémenté par le fluide de lavage
bronchoalvéolaire de porcs infectés
par A. pleuropneumoniae (Baltes et
al., 2003a ; Baltes et Gerlach, 2004 ;
Baltes et al., 2004 ; Jacobsen et al.,
2005a).

La délétion du geéne arcA, interve-
nant dans le systéme ArcAB facilitant
I’adaptation métabolique anaérobique,
atténue significativement A. pleurop-
neumoniae et réduit sa survie a long
terme a la surface d’épithéliums non
altérés et dans les séquestres pulmo-
naires (Buettner er al., 2007). Cette
délétion n’affecte pas la croissance
et la survie de la bactérie en anaéro-
biose mais semble inhiber 1’autoag-
grégation anaérobique et la formation
d’un biofilm (Buettner et al., 2007).
Dans les séquestres nécrotiques, en
conditions anaérobiques, HlyX, I’ho-
mologue du régulateur de la fumarate-
nitrate réductase (FNR) (Maclnnes et
al., 1990 ; Green et Baldwin, 1997),
est surexprimé aussi (Baltes et al.,
2007). 11 entraine une augmentation
de I’expression des génes de la DMSO
réductase (DmsA) et de 1’aspartate-
ammonium lyase (AspA) (Baltes et
al., 2005). Différentes expériences ont
montré que la mutation de 4/yX (Baltes
et al., 2005) et la délétion des geénes
dmsA (Baltes et al., 2003a) et aspA
(Jacobsen ef al., 2005a) entrainent une
forte atténuation d’A. pleuropneumo-
niae, laquelle devient incapable de
persister dans 1’épithélium pulmonaire
sain et les cryptes des amygdales.

Lactivité uréasique, liée a I’acquisi-
tion du nickel, peut étre considérée
comme un mécanisme d’acquisition
de nutriment par lequel il y aurait
production d’ammoniaque (Bosse et
Maclnnes, 1997), une source d’azote
préférée par de nombreuses bacté-
ries mais qui inhibe aussi la fusion
phagosome-lysosome et ¢leve le pH
intralysosomal dans les macrophages,
provoquant une diminution de 1’ac-
tivit¢ de 1’hydrolase acide (Gordon
et al., 1980). Des mutants uréase-
négatifs d’A. pleuropneumoniae sont
encore capables de causer une mala-
die aigué chez des animaux inocu-
lés avec de hautes doses infectieuses
(Tascon Cabrero et al., 1997 ; Bosse et
Maclnnes, 2000 ; Baltes et al., 2001).
Toutefois, les mutants uréase-néga-
tifs sont éliminés plus rapidement
que la souche sauvage et ils ne sont
pas capables d’établir I’infection si la
dose d’inoculation est faible (Bosse et
Maclnnes, 2000 ; Baltes et al., 2001 ;
Bosse ef al., 2001). Un mutant isogé-
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nique d’A. pleuropneumoniae AureC
produit une infection identique a celle
de la souche parentale dans la phase
aigué de la maladie. Cependant, trois
semaines apres ’infection, ce mutant
n’est plus isolé du tissu pulmonaire
sain contrairement a la souche paren-
tale (Baltes et al., 2001). De plus, la
réponse immune locale révele un nom-
bre significativement plus élevé de
lymphocytes B spécifiques d’4. pleu-
ropneumoniae dans le fluide du lavage
broncho-alvéolaire (FLBA) des porcs
infectés avec le mutant AureC que
dans celui des animaux infectés par
la souche parentale, ce qui implique
que ’activité uréase d’A. pleuropneu-
moniae peut induire une inhibition
de la réponse immune locale suffi-
sante pour permettre la persistance
de la souche parentale uréase-positive
(Baltes et al., 2001).

Les génes aroA et aroQ interviennent
dans les voies métaboliques associées
aux acides aminés aromatiques et a
I’acide folique (Hernanz Moral et al.,
1999 ; Ingham et al., 2002). 11 a été
montré qu’une souche knock-down
pour le géne aroA et une autre pour
aroQ deviennent respectivement, non
virulente et moins virulente, a des
doses 10* fois supérieures a la dose
connue pour induire la pleuropneumo-
nie alors que les animaux infectés avec
les souches parentales développent la
maladie (Garside et al., 2002 ; Ingham
etal.,2002).

Une pauvreté du milieu en acides ami-
nés branchés (AABCs) (leucine, iso-
leucine et valine) induit, in vitro et in
vivo, plusieurs promoteurs selon un
(des) mécanisme(s) peu connus (Fuller
et al., 1999 ; Wagner et Mulks, 2006).
La protéine Lrp (Leucine-responsive
regulatory protein) est un régulateur
global qui a été associé, chez E. coli, a
la régulation de nombreux genes dont
certains impliqués dans la biosynthese
des AABCs : Lrp active ilvl, un géne
dont le produit est impliqué dans la
biosynthése des AABCs (Ricca et al.,
1989 ; Platko et al., 1990). Le méme
type de régulation semble se produire
au sein d’A. pleuropneumoniae lors
d’une restriction en AABCs (Wagner
et Mulks, 2007) mais son importance
dans la virulence n’est pas connue.

2.8. Les flagelles

A. pleuropneumoniae a longtemps été
considérée comme une bactérie immo-
bile et non flagellée. Il a cependant été
démontré qu’elle pouvait produire des
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flagelles constitués d’une flagelline
de 65 kDa montrant 100 % d’iden-
tité, dans sa partie N-terminale, avec
les flagellines de E. coli, Salmonella
et Shigella, codées par le gene fliC
(Negrete-Abascal et al., 2003).
Limportance de ces flagelles dans la
pathogenése n’est pas connue.

2.9. Le biofilm

La plupart des isolats d’A. pleurop-
neumoniae sont capables de former
in vitro des biofilms tenaces sur des
surfaces abiotiques (Kaplan et Mulks,
2005). Ces biofilms sont connus pour
attacher fermement la masse bacté-
rienne aux surfaces sous-jacentes
(Sutherland, 2001) et jouer un role
dans la pathogenése de nombreuses
infections chroniques (Hall-Stoodley
et al., 2004). De plus, ils géneérent
un micro-environnement contenant,
notamment, des nutriments, des enzy-
mes sécrétées et de I’ADN, qui fournit
une protection contre les mécanismes
de défense de I’hote et contre des anti-
biotiques (Sutherland, 2001). Les bio-
films d’A. pleuropneumoniae contien-
nent surtout un polysaccharide riche
en hexosamine, le PGA qui est un
polymeére linéaire de résidus N-acétyl-
D-glucosamine liés en B (1,6), et
constitue le substrat de la dispersine B
et d’une glycosyl hydrolase libérant le
biofilm (Kaplan ef al., 2004). Le géne
qui code pour la glycoside-transférase
spécifique des PGA, pgaC, est présent
dans tous les sérotypes d’A4. pleuro-
pneumoniae et sa mutation entraine
I’impossibilité de produire les bio-
films in vitro (et donc d’adhérer) et
une augmentation de la sensibilité a
I’ampicilline, ce qui peut avoir une
importance dans la colonisation et la
pathogenese (Izano ef al., 2007).

2.10. Les autres facteurs de viru-
lence potentiels

A. pleuropneumoniae adhere effica-
cement, de fagon Ca?'-dépendante, au
collageéne pulmonaire porcin de diffé-
rents types (I, III, IV et V), en partie
grace a une protéine de la membrane
externe de 60 kDa qui serait égale-
ment capable de lier le fibrinogéne
mais pas la fibronectine, ni la laminine
(Enriquez-Verdugo et al., 2004).

Une analyse SCOTS (Selective
Capture of Transcribed Sequences)
réalisée a la fin de la phase aigué de
la pleuropneumonie (sept jours aprés
inoculation) a permis d’identifier une

modification de 1’expression de 46
genes au sein du génome d’4. pleu-
ropneumoniae, pouvant étre répartis
en six groupes fonctionnels (Baltes et
Gerlach, 2004) : des protéines sécré-
tées, de surface, du métabolisme, de
régulation, de stress et de transport.
Parmi ceux-ci, quatre geénes non expri-
més in vitro sont activés in vivo : la
toxine ApxIV (Schaller et al., 1999),
le transporteur ABC ApaA (30 kDa)
(Martin et Mulks, 1999), la petite
sous-unité du récepteur a transferrine
TbpB (Gerlach et al., 1992) et la sous-
unité catalytique de la DMSO réduc-
tase (Baltes et al., 2003a). Certaines
séquences identifiées, déja impliquées
dans la virulence par STM (Signature-
Tagged Mutagenesis) (Fuller et al.,
2000 ; Sheehan et al., 2003), codent
pour une GMP synthase, la protéine
d’échange « thiol : pont disulfure »
DsbA, une protéine de synthése du
cofacteur de la molybdopterine et une
protéine de membrane externe sem-
blable a PomA de Pasteurella mul-
tocida (Baltes et Gerlach, 2004).
Certains des génes non identifiés sont
apparentés a des geénes qui ont été
impliqués dans la virulence d’autres
bactéries (Baltes et Gerlach, 2004) : (i)
une protéine de type fimbriaire, simi-
laire a FlpD d’Haemophilus ducreyi,
nécessaire a la formation de microco-
lonies et a la virulence chez I’homme ;
(i1) une diadénosine tétraphospha-
tase qui joue un role dans I’invasion
de Salmonella sp. et (iii) une adhé-
sine autotransporteuse de haut poids
moléculaire exprimée par les souches
encapsulées d’Haemophilus influ-
enzae et homologue a son adhésine
Hia (St Geme et al., 1996; Baltes et
Gerlach, 2004). Des adhésines auto-
transporteuses n’ont pas encore €té
caractérisées chez A. pleuropneu-
moniae ; cependant plusieurs geénes
potentiels y correspondant existent
dans sa banque de données génomi-
que (GenBank NZ_AACKO01000066
et NZ_AACKO01000041) (Baltes et
Gerlach, 2004).

Une autre analyse SCOTS suggere que
36 genes d’A. pleuropneumoniae sont
potentiellement exprimés in vivo dans
les tissus pulmonaires nécrosés, 21
jours apres ’infection (Baltes et al.,
2007). Trois de ces genes, celui codant
pour le facteur d’¢longation EF-Tu,
I’ubiquinone réductase et I’ARN
polymérase B ont déja été décrits
comme étant exprimés sept jours apres
I’infection (Baltes et Gerlach, 2004).
Une analyse STM a également détecté



que ’'ubiquinone réductase et la DnaK
(élément d’un systeme chaperon pou-
vant intervenir dans la protection de
la bactérie lors de la phagocytose par
les macrophages) auraient, in vivo, une
activité essentielle pour A. pleuropneu-
moniae (Fuller et al., 2000 ; Sheehan et
al., 2003). La majorité des geénes identi-
fiés jouent un role dans le transport des
nutriments, le métabolisme énergéti-
que ou la syntheése d’acides nucléiques
et de composants bactériens (Baltes
et al., 2007). Le géne ayant probable-
ment le plus d’influence directe sur
la pathogénie d’A. pleuropneumoniae
est le géne aasP dont la transcription
dépend de HlyX en conditions anaé-
robiques (Baltes et al., 2007). 11 code
pour AasP (104 kDa), une protéase
autotransporteuse « subtilisine-like »
(Baltes et al., 2007). Celle-ci est trés
semblable a d’autres protéases telle que
SphB1 de B. pertussis qui sert a la
maturation d’autres autotransporteurs
(Coutte et al., 2001). Ces protéines,
identifiées dans un grand nombre de
bactéries Gram négatives, partagent
des particularités structurales : une
séquence N-terminale nécessaire pour
le transport Sec-dépendant au travers
de la membrane interne, le « passenger
domain » qui est la portion sécrétée de
la protéine, et la portion translocatrice
qui s’inseére dans la membrane externe
formant un pore pour médier le passage
du « passenger domain » a 1’extérieur
de la cellule (Henderson et al., 2004).
Le role de AasP reste a clarifier.

La localisation périplasmique de la
[Cu, Zn] superoxyde dismutase (SodC)
suggere un role dans la transformation
des radicaux superoxydes produits a
I’extérieur de la bactérie par les PMNs
(Langford et al., 1996). Cependant, des
mutants isogéniques pour sod-C restent
capables de causer une pleuropneumo-
nie aigué¢ (Ward ef al., 1998 ; Rioux et
al., 1999 ; Rioux et al., 2000 ; Sheehan
et al., 2000).

Le gene ohr, présent uniquement dans
les sérotypes 1, 9 et 11, surexprimé in
vivo, code pour une réductase d’hydro-
peroxyde organique, enzyme qui pour-
rait jouer un role dans la détoxification
des hydroperoxydes organiques géné-
rés durant I’infection (Shea et Mulks,
2002), soit directement au sein du pha-
gosome, soit issus de I’interaction des
radicaux oxygénés avec la membrane
bactérienne (Miller et Britigan, 1997).
Cette protéine de défense peut donc
jouer un role dans la virulence de la
bactérie.

3. CONCLUSIONS

La pleuropneumonie porcine a
A. pleuropneumoniae est une affection
majeure, fréquente et répandue mon-
dialement dans les élevages porcins.
Elle est responsable de pertes écono-
miques conséquentes et d’un usage
intensif d’antibiotiques. L’étude des
facteurs de virulence de la bactérie
déployés au cours de la pathogénie
est donc d’une importance majeure
pour 1’établissement d’une thérapie
et d’une prophylaxie optimales. Les
armes les plus destructrices d’A. pleu-
ropneumoniae sont ses exotoxines Apx
car, a elles seules, elles parviennent a
reproduire la maladie et les 1ésions
tandis que des souches mutées ne pro-
duisant plus ces toxines, perdent leur
virulence. Malgré leur importance, les
seules connaissances disponibles des
mécanismes cytotoxiques mis en jeu
découlent des caractéristiques géné-
rales relatives a la famille des toxines
RTX, dont elles font partie. Il est pri-
mordial que des études portant sur
I’identification de la liaison poten-
tielle de ces toxines a des récepteurs
des cellules porcines soient entreprises
car la caractérisation de cette interac-
tion l1étale constitue une clé importante
dans la lutte contre cette bactérie. Par
ailleurs, les LPS semblent également
jouer un role dans la pathogenése, mais
de moindre importance, en intervenant
dans I’adhérence et dans la protection
vis-a-vis du complément. D’autres
facteurs de virulence, mineurs, sont
décrits : la capsule polysaccharidique,
les fimbriae, les systéemes de capta-
tion du fer (a partir de la transferrine,
de I’hémoglobine et de sidérophores)
et d’autres nutriments, des protéases,
certaines voies métaboliques, des fla-
gelles et le biofilm. Enfin, des études
SCOTS ont révélé que d’autres genes
pouvaient avoir un role a jouer dans le
développement de la pleuropneumo-
nie porcine.

Title : « Actinobacillus pleuro-
pneumoniae virulence factors,
the porcine pleuropneumonia
etiologic agent»

Summary :

Porcine pleuropneumonia cau-
sed by Actinobacillus pleuro-
pneumoniae is a frequent and
highly infectious disease gene-
rating significant economic los-
ses related to deficiency in zoo-
technical profits and intensive
use of antibiotics. This synthe-
sis aims to review the bacterium
elements necessary to pathoge-
nesis development. At first time,
we describe activation, secre-
tion and cytotoxic action of Apx
toxins, recognized as A. pleuro-
pneumoniae major virulence fac-
tors. Then, we develop the other
ones which are the lipopolysac-
charides, the polysaccharidic
capsule, the fimbriae, iron and
other nutrients capture systems,
various proteases, installation of
certain metabolic ways, flagella
and the biofilm.
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