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Streptococcus suis est une bacterie impliquee dans plusieurs maladies 

porcines a travers le monde, en plus dt8tre un agent de zoonose. Des 35 

serotypes, le serotype 2 est le plus prevalent et le plus virulent. Cependant. 

aucun facteur de virulence n'est encore confirme. S. suis serotype 2 possMe 

une capsule polysaccharidique contenant de I'acide sialique (acide N-acetyl 

neuraminique ou NANA). En general, les capsules bacteriennes interferent avec 

le systeme immirnitaire de I'h6te, alors que NANA est un agent anti-phagocytaire 

implique dans I'inactivation de la voie alteme du complement. Le r6le exact de la 

capsulY de meme que celui de NANA, dans la virulence et la protection contre 

une infection a S. suis serotype 2 n'est pas connu. Quelques etudes indiquent 

que des souches virulentes et non-virulentes capsulees sont phagocytees 

sirnilairement par des macrophages mais que seules les souches virulentes 

survivent a I'interieur des phagocytes. 

Une etude d'agglutination effectuee a I'aide de lectines specifiques a 

NANA chez I'espece S. suis a perrnis de demontrer la presence de NANA chez 

les serotypes 1, 2, 1 /2, 14, 15 et 16 ainsi que chez tous les isolats de serotype 2 

testes. L'agglutination obtenue avec la lectine du surreau Sambucos nigra (SNA 

I) est specifique a NANA, un traitement a la sialidase des souches inhibant la 

reaction. Le r6le de NANA dans la virulence, la resistance a la phagocytose et la 

suwie intracellulaire a ensuite ete etudie. La meme faible concentration de 

NANA est retrouvee chez toutes les souches testees, independamment de leur 

virulence. Aucune difference n'a ete observee dans la phagocytose entre les 

souches non-virulente, virulente non-traitee, traitee a la sialidase ou avec la 

lectine SNA I. De meme, aucune difference de virulence n'a ete observee avec 

un modele murin entre la souche virulente et les souches traitees. L'acide 

sialique ne semble pas &e un facteur de virulence critique pour S. suis serotype 

2. 



Le r6le de la capsule entiere dans la virulence a ensuite ete etudie. Deux 

mutants non-capsules, obtenus par transposition a partir de la souche de 

reference. ne reagissant pas avec un anticorps monoclonal anti-capsule et 

possedant une (mutant 244) et deux (mutant 79) insertions du transposon Tn916 

ont ete selectionnes. L'absence de capsule, confirrnee par differents tests de 

serotypie et par microscopie electronique. confere une plus grande 

hydrophobicite aux mutants et augrnente leur phagocytose, compare a la souche 

sauvage. De plus, les deux mutants se sont montres non-virulents pour la souris 

et le pox. Cette perte de virulence a ete associ& a une elimination rapide des 

mutants de la circulation sanguine de la souris, alors que la souche sauvage y 

persiste au moins 48 h. La capsule est donc un facteur de virulence important 

pour S. suis serotype 2. 

L'implication de la capsule comme facteur de protection a ete etudie a 

['aide d'un anticorps monoclonal (AcMo 23) produit contre la souche de 

reference. Cet anticorps reconnait uniquement les serotypes 1, 2 et 1/2. 

L'epitope est capsulaire et inclut NANA, tel que demontre par la capacite de 

AcMo 23 a immunostabiliser la capsule pour la rnicroscopie electronique, par sa 

sensibilite a I'oxydation par le periodate, par I'absence de reaction entre AcMo 23 

et les bacteries traitees a la sialidase, et par la competition entre SNA I et AcMo 

23 pour la reconnaissance de la capsule en ELISA. Bien que AcMo 23 

augmente significativement la phagocytose et aide a eiiminer de la circulation 

une dose sous-letale de bacteries, il ne confere qu'une protection partielle contre 

une dose letale. L'epitope reconnu par AcMo 23 ne protege pas totalement 

contre une infection a S. suis serotype 2. 

Ces etudes ont demontre que, bien que NANA ne soit pas implique dans 

la virulence, la capsule est un facteur de virulence important. Cependant, la 

capsule n'est pas un facteur de virulence unique puisque des souches non- 

virulentes sont tout de m$me capsulees. La virulence multi-factorielle de S. suis 

a ete demontree par le fait qu'un anticorps monoclonal anti-capsule ne protege 



pas completernent contre une dose letale et que des anticorps contre d'autres 

epitopes capsuiaires ou, pius probablement. proteiques sont requis pour une 

protection totale. 
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I- INTRODUCTION 



Streptococcus suis, un coque de Gram positif a-hemolytique, cause 

plusieurs maladies et syndromes porcins. D'abord identifiee comme appartenant 

a de nouveaux groupes de Lancefield (R, S, RS et T), il est finalement demontre 

que la bacterie posstide I'antigene du groupe D. Les groupes R, S. RS et T 

deviennent les types capsulaires (serotypes) 2, 1, 112 et 15 respectivernent. 

L'espece S. suis, genetiquement homogene et differente des autres groupes de 

Lancefield, est officialisee en 1987. Jusqu'a ce jour, on denombre 35 serotypes 

de S. suis. Les serotypes sont etablis sur la base des antigenes capsulaires 

polysaccharidiques de la bacterie. S. suis est considere comme un habitant 

normal du tractus respiratoire superieur des porcs, dont les amygdales qui 

seraient le reservoir chez les animaux porteurs. Cependant, les streptocoques 

deviennent parfois invasifs et peuvent causer des meningites, des endocardites, 

des pneurnonies. des septicemies, des arthrites et des avortements chez 

I'espece porcine. La transmission se ferait par le deplacement d'animaux 

porteurs entre les troupeaux. La bacterie a aussi ete isolee de plusieurs autres 

especes animales (bovins, equins, oiseaux, etc.) dont I'espece hurnaine. S. suis 

est un agent de zoonose, surtout pour les personnes en contact frequent avec 

les porcs, causant des meningites, des endocardites et des septicemies. 

Quelquefois fatales. les infections a S. suis chez !'especa humaine laissent 

souvent des sequelles telles I'arthrite et la surdite chez les convalescents. 

De tous les serotypes de S. suis decrits jusqu'a maintenant. le serotype 2 

est le plus prevalent et le plus virulent a travers le monde. La pathogenese des 

infections causees par le serotype 2 est peu connue. L'hypothese proposee pour 

expliquer la meningite a S. suis implique les macrophages. Ces demiers 

phagocyteraient les bacteries presentes dans le sang, les souches virulentes 

survivraient a I'interieur des phagocytes et, ainsi prot&ees, traverseraient la 

barriere hemato-meningee jusqu'au liquide cephalorachidien. Par contre, lors 

d'une infection a S. suis, peu de monocytes sanguins de porcs contiennent des 

bacteries. 



La pathogenese des infections a 3. suis est peu connue d'abord parce 

que les facteurs de virulence de la bacterie sont tres peu connus. Une meilleure 

connaissance de ces facteurs permettrait un meilleur contr6le des infections. A 

I'interieur meme du serotype 2, la virulence des souches varie de non-virulente a 

tres virulente. Plusieurs composantes bacteriennes ont ete proposees comme 

facteurs de virulence potentiels du serotype 2. La majorite de ces determinants 

bacteriens sont de nature proteique, mais la bacterie possde aussi des 

polysaccharides capsulaires pouvant $tre impliques dans la virulence. La 

capsule de S. suis serotype 2 se compose de 5 sucres dont I'acide sialique, le 

troisieme sucre en importance. Cependant, aucun de ces facteurs de virulence 

proposes n'a pu &e directement implique dans la virulence de S. suis jusqu'a 

maintenant. 

Les capsules bacteriennes sont des structures complexes de polymeres 

fortement hydrates souvent arranges en oligosaccharides repetitifs. Plusieurs 

bacteries capsulees sont responsables d'infections graves autant chez I'espece 

humaine que chez les especes anirnales. Ces capsules sont impliquees dans la 

pathogenie par leur r6le dans l'adherence des bacteries et/ou la protection contre 

le systeme immunitaire, non-specifique ou specifique. Les effets sur le systeme 

immunitaire peuvent &re causes par la presence de la capsule et/ou sa 

composition, si la capsule possede de I'acide sialique. La capsule peut inhiber 

I'opsonisation et bloquer la phagocytose d i n e  bacterie par empechement 

sterique ou par la presence de I'acide sialique. L'acide sialique est un agent anti- 

phagocytaire dfi a I'affinite du facteur H (proteine impliquee dans I'inactivation de 

la voie alterne du complement) pour ce sucre. D'un autre c6te. I'acide sialique 

etant un sucre retrouve dans plusieurs cellules animales, il peut mimer ces 

sucres des cellules de 11h6te et, de ce fait, empgcher la production d'anticorps. 

L'importance de la capsule ou de I'acide sialique dans la virulence de plusieurs 

pathogenes a ete etablie, entre autres, a I'aide de mutants isogeniques sans 

capsule ou sans acide sialique. Ces mutants sont generalement non-virulents. 



Bien que proposee comme facteur de virulence, la capsule de S. suis 

serotype 2 a peu ete etudiee a ce niveau. Selon I'hypothese suggeree, la 

capsule serait peu importante pour la virulence, puisque des souches virulentes 

et non-virulentes capsulees sont phagocytbs de la mCme fapn  par de 

macrophages peritoneaux de souris. Seules les souches virulentes survivraient 

a I'interieur des phagocytes et traverseraient la bamere hemato-meningee. 

D'u n autre c6te, les bacteries phagocytees ne representant qu'un faible 

pourcentage de I'inoculum, la majorite des bacteries demeureraient a I'exterieur 

des phagocytes. Cette constatation suggere que les bacteries traverseraient la 

barriere hemato-meningee librement plut6t qu'8 I'interieur des cellules 

phagocytaires. 

Le but de ce projet de doctorat est de demontrer que la capsule de S. suis 

serotype 2 est un facteur de virulence. L'hypothese proposee est que la capsule 

et/ou sa composante acide sialique conferent une capacite anti-phagocytaire a la 

bacterie, favorisant sa dissemination a travers I'hbte, 



II- REVUE DE LA LITTERATURE 



1. Streptococcus suis 

Depuis sa dewuverte au milieu du siecle jusqu'a ce jour, S. suis 

represente une des batteries du porc les plus importantes dans tous les pays ou 

I'industrie porcine est intensive [l 1. Au Quebec seulement. les pertes 

economiques dans les systemes d'engraissement commerciaux s'elevenl a 

environ 8.5 millions de dollars par annee (Dr Camille Moore, communication 

personnelle). 

1 -1. La bacterie 

Durant les annees 50. des cas de septicemies causant des meningites et 

des arthrites chez des porcs d18ges divers ont ete relies a la presence d e  

streptocoques u-hemolytiques [24]. Cette bacterie, de Gram positif et de fome  

ovo'ide, se presente seule ou en paires et f o n e  parfois de courtes chaines [4. 51. 

Anaerobie facultative, la bacterie forme des colonies grises et minuscules 

produisant une hemolyse a sur la plupart des milieux contenant du sang d e  

diverses especes animates, mais peuvent &re entourees d'une hemolyse p sur 

milieu avec sang de cheval [4, 61. 

C'est en 1966 que le terme Streptococcus suis est propose pour decrire 

ces streptocoques impliques dans diverses infections chez le porc m. L'espece 

est officialisee en 1987 [5]. L'identification preliminaire de la bacterie requiert une 

absence de croissance sur milieu contenant 6.5% NaCI, un test Voges- 

Proskauer (VP) negatif et la production d'acide a partir de bouillons trehalose et  

salicine 161. D'autre part, Devnese et coll. [8] suggerent que les test VP negatif et 

amylase positif seraient suffisants pour I'identification. Cependant, certains 

resultats sont variables et d'autres tests biochimiques doivent parfois &re 

realises [6]. 

La bacterie est consideree wmme un membre de la flore normale du 

tractus respiratoire superieur des porcs, dont les amygdales et les cavites 



nasales, bien qu'elle s o l  aussi retrouvee au niveau des tractus gastro-intestinal 

et genital [8, 9). 

1.2. Les serotypes 

L'attrait des cas decrits au debut des annees 50 Btait dir au fait que les 

streptocoques n'appartenaient a aucun des groupes de Lancefield alors connus 

(A a Q) [4]. de Moor propose donc que ces souches soient incluses dans les 

groupes R, S, RS et T [4]. Cependant, Elliott et coll. [ lo] demontrent finalement 

que S. suis possede I'antigene de paroi du groupe D de Lancefield, soit I'acide 

lipoteicho.ique. Cet antigene est masque par une capsule [ I  I], ce que de Moor 

avait interprete comme un nouveau type d'antigene de groupe. En 1975, les 

serotypes 1. 2 et 112 remplacent les groupes S, R et RS respectivement [12]. Le 

serotype 112 (RS) possMe les antigenes des serotypes 1 et 2, bien que sa partie 

correspondant au serotype 1 soit quelque peu differente [13]. Le groupe T est 

remplace par le serotype 15 [14]. 

Les serotypes sont etablis sur la base d'antigenes capsulaires 

polysaccharidiques et leur identification se fait a I'aide de 3 tests principaux: la 

coagglutination (methode de choix), la reaction capsulaire et la precipitation en 

capillaire [6]. Trente-cinq serotypes capsulaires ont pu &re identifies jusqu'a 

maintenant [ I  2. 14-1 7. Cependant, plusieurs isolats sont encore non-typables, 

dO a I'absence de capsule [63 ou dQ a la presence de serotypes additionnels non- 

caracterises [18]. Les souches de reference proviennent principalement de 

porcs malades. Cependant, les souches de reference des serotypes 17, 18, 19 

et 21 ont ete isoles de porcs sains, alom que celle du serotype 14 provient d'un 

cas humain, celles des serotypes 20 et 31 de cas bovins. et celle du serotype 33 

d'un cas ovin [14, 1 a. De tous les serotypes, le serotype 2 est le plus prevalent 

chez les porcs rnalades a travers le monde [I]. II est a noter que plusieun 

serotypes peuvent &re retrouves chez un mCme animal [19, 201. 



Les serotypes ont aussi ete caractenses au niveau mol&ulaire. Tout 

d'abord, Kilpper-Balz et Schleifer [5] demontrent que I'espece S. suis est 

genetiquement differente des autres especes de streptocoques, ce qui a ete 

confirme par Kawamura et d l .  (211, et qu'elle presente une composition G+C 

variant de 34 a 46%. D'autre techniques mol6culaires montrent que S. suis 

presente une grande diversite genetique entre les differents serotypes et P 

I'interieur d'un meme serotype [22-281. Par contre. I'analyse des sequences des 

genes d'ARN ribosomal 16s a pennis de montrer une forte similarite (94-100%) 

entre les souches de reference de S. suis 1291. De plus, cette etude confime que 

la bacterie est differente des autres especes du genre Streptococcus [29]. Une 

certaine controvene existe sur le lien entre les profils genetiques et la virulence 

des souches. D'une part. Okwumabua et coll. [27l et Staats et coll. 1301 se disent 

capables de differencier les souches virulentes des non-vinrlentes, alors que 

Beaudoin et coll. [23], Hampson et coll. [24] et Chatellier et coll. [29] n'ont pu 

etablir de differences. Ceci serait probablement dO a la definition de la virulence 

d'une souche, telle-ci etant souvent basee sur des resultats obtenus a partir de 

modeles experimentaux chez la souris [31-341. Par contre. il semblerait que la 

virulence des souches serait specifique a IYh6te nature1 [30, 351. 

1 -3. Les infections 

Tous les serotypes ne sont pas impliques dans des infections et des 

souches d'un m&ne serotype peuvent causer des infections diverses ou ne pas 

causer d'infection du tout [36]. Le serotype 1 est generalement associe aux 

infections chez de tres jeunes porcelets (2 a 6 semaines) [371 alors que le 

serotype 2 affecte des porw de tous Ages [I]. II est a noter que 75% des porcs 

affectes sont dges de 16 semaines ou rnoins [20]. Generalement, les isolats de 

cas cliniques se retrouvent dans les 8 premiers serotypes [3841]. Comme 

mentionne a la section 1.2, le serotype 2 est le plus prevalent a travers le monde 

et le plus virulent. Cependant, a I'interieur meme de ce serotype, la virulence 

des souches vane [9,31.42,43]. 



Les infections a S. suis sont rernarquables d'abord par les signes 

cliniques, signes qu'on ne peut associer a aucun serotype [20]. 11 est a noter que 

la mort peut survenir rapidement et sans signes cliniques prealables [I]. Une 

forte hausse de temperature accompagne generalement la bacteriemie. Ensuite, 

le porc peut presenter de I'anorexie, de la toux, des pertes de coordination, du 

pedalage, de I'opisthotonos, des convulsions et des rougeurs aux muqueuses 

[36]. Les lesions et maladies observees, toujours non-associables a un serotype 

particulier. sont limitees en general aux poumons (pneumonie. 

bronchopneumonie), au ceweau (meningite), au meur (endocardite, pericardite) 

et aux articulations (arthrite); des avorternents et septicernies ont aussi ete 

rapportes [4, 38, 44-473. Malgre le fait que les infections respiratoires impliquant 

S. suis soient tres repandues, le r6le de la bacterie cornme pathogene 

pulmonaire primaire est wntroverse, dO a la difficulte a reproduire la maladie 

experirnentalement et a I'isolernent d'autres pathogenes en plus de S. suis 

pouvant aider au developpernent de la pneumonie [20, 481. Pasteurella 

multocida, Actinobacillus pleuropneurnoniae, Haemophilus parasuis et Bordetella 

bronchiseptica ont entres autres ete retrouves en association avec S. suis dans 

des poumons de porcs. suggerant que des infections deja presentes lors de 

I'apparition des streptocoques favoriseraient la pneumonie [20, 48, 491- 

D'aiileurs, une pre-infection avec B. bronchiseptica est souvent necessaire pour 

induire une pneumonie a S. suis [42]. Le diagnostic d'une infection a S. suis se 

base sur la presence de signes cliniques (surtout ceux de la meningite), les 

lesions observees et I'isolement de la bacterie [I]. Plusieurs tests serologiques 

ont ete developpes mais leur specificite est reduite dQ a la presence de reactions 

croisees avec d'autres bacteries ou serotypes, a I'absence des antigenes utilises 

dans le test chez les souches recherchees ou a la faible production d'anticorps 

contre les antigenes utilises [9, 50-531. 

La transmission des infections se ferait par le deplacement de porteurs 

sains entre les troupeaux [I]. Un porc peut &re porteur sans signes cliniques ou 

le devenir apres avoir present6 des signes [54]. La bacterie colonise les 



amygdales et survit meme en presence d'anticorps ou d'antibiotiques en 

circulation [55, 561. Le taux d'anirnaux porteun de S. suis peut atteindre 100% 

chez les porcs vivants [57l ou echantillones a I'abattoir [9]. L'infection 

s'effectuerait via les voies respiratoires lors de I'introduction d'animaux porteun. 

pendant la mise-bas et I'allaitement (entre une truie-porteuse et les porcelets) ou 

a I'engraissement (par la contamination de la nourriture avec la salive des 

animaux porteurs) [9, 58. 591. La transmission serait aussi possible par les 

rnouches et les personnes en contact avec les animaux [60. 611. Cependant. 

mOme si la bacterie peut survivre pendant un certain temps dans 

I'environnement, elle est detruite rapidement par des desinfedants [%I. 

En plus du porc, la bacterie a ete isolee de diverses especes animales 

dont des ruminants, des chevaux. des chats. des chiens. des animaux sauvages 

et meme des oiseaux [62-671. 

La bacterie est aussi un agent de zoonose puisqu'elle a ete retrouvee 

chez I'homme [68]. Les serotypes 2, 4 et 14 ont ete retrouves chez I'espece 

humaine [14. 68-71]. Certaines de ces souches presentaient le m&me profil 

genetique que des souches infectant les porcs [24]. Les personnes affectees 

sont generalement en contact etroit avec les porcs (eleveurs, travailleurs 

d'abattoir, bouchers, etc.) [68, 721. Chez I'homme, la bacterie cause des 

meningites. des septicemies et des endocardites [68. 73-75]. Les infections sont 

parfois mortelles mais lorsque la personne survit, elle demeure souvent avec des 

sequelles temporaires (arthrite) ou permanentes (surdite) [68. 72). 11 est a noter 

que la bacterie. tout comme chez les porcs, a pu Qre isolee a partir d'amygdales 

de travailleurs d'abattoir ne presentant aucun signe clinique (61 1. 

: -3.1. La pathogenese de I'infection 

La pathogenese de I'infection a S. suis a surtout ete btudiee avec le 

serotype 2 au niveau de la meningite. La pathogenese est peu wnnue mais 
quelques hypotheses ont 6tB suggerees selon les observations faites lors 



d'infections. L'une des hypotheses est que la bacterie, apres avoir colonis& les 

amygdales, pourrait se repandre de faton systemique via le systeme 

lymphatique ou sanguin a partir du nasopharynx, causant une septicemie et la 

mort [76, 771. L'hypothese la plus recente suggere que les monocytes 

phagocyteraient les bacteries presentes dans la sang et les porteraient jusqu'au 

systeme nerveux central. Les monocytes, avec les bacteries phagocytees mais 

toujours vivantes a I'interieur, traveneraient la bamere hemato-meningee 

jusqu'au liquide cephalorachidien (LCR) via le plexus chorolde [78]. 

Plusieurs observations ont donne lieu a cette hypothese. L'importance du 

rde des macrophages dans les infections a S. suis est demontree par le fait que 

I'inoculation d'une souche non-virulente direclement a la cistema magnum cause 

une meningite, alors que cette meme souche injectee par voie intraveineuse ne 

produit aucun signe clinique [79]. 11 est a noter que lorsque S. suis est injecte a 

un porc par vcie intraveineuse, la bacterie cause les memes lesions que lorsque 

le porc est infecte naturellement [80]. C'est l'etude de ces lesions qui amene 

Williams et Blakemore a emettre I'hypothese que S. suis utilise le principe du 

"cheval de Troie" pour se rendre jusqu'au systeme nerveux central [81]. Les 

chercheurs remarquent qu'aucun endommagement n'est visible au niveau des 

cellules endotheliales et que seule la bordure en brosse des celli~les epitheliales 

est affectee [78]. De plus. des macrophages ayant phagocytes des billes de 

latex de la grosseur de la bacterie en circulation sont retrouves au niveau du 

systBme nerveux central, indiquant qu'ils ont traverse la barriere hemato- 

meningee avec les billes 1781. Finalernent, des monocytes avec des bacteries 

associees, possiblement intracellulaires, sont retrouves dans la circulation. Les 

auteurs suggerent que les bacteries entrent dans le LCR, via le plexus choroi'de, 

en association avec les macrophages en migration qui viennent remplacer les 

macrophages du systeme nerveux central qui sont a la fin de leur vie [81]. Par 

contre, lors d'une infection, moins de 2% des monocytes de porcs presentant 

une bacteriemie contiennent des bacteries [78]. Les monocytes pourraient aussi 

produire des cytokines, ce qui causerait une reaction inflammatoire au niveau du 



LCR [46]. Une augmentation de la pression intracranienne, due au blocage du 

drainage du LCR par I'infiltration de cellules inflarnmatoires et la presence des 

bacteries, serait associee aux lesions et signes cliniques obsenres lors d'une 

rneningite [46, 821. 

La pathogenese de I'infection est influencee par le statut immunitaire de 

I'anirnal (sa susceptibilite a I'infection diminuant avec I'sge apres le sevrage [83]), 

les facteurs environnementaux et la virulence de la bacterie [9]. Des modeles 

murins ont ete developpes qui permettent de reproduire la virulence ou fa non- 

virulence des souches de pore chez la souris et d'etudier les divers facteurs de 

virulence proposes pour S. suis [31-341. Cependant, certains groupes 

soutiennent que seul un modele d'infection chez le porc, qui differe de celui 

murin, peut reproduire I'infection naturelle [30, 35, 843. 

1 -3.2. Le contr6le de I'infection 

Des traiternents par antibiotiques peuvent &re effcaces s'ils sont 

administres assez tat [I]. Une des methodes souvent utilisees est I'ajout de 

penicilline a la nourriture des animaux (851. Cependant. la penicilline ne devrait 

pas &re ajoutee a la noumture mais plut6t a I'eau, et sous forme de type V plutbt 

que de type G pour atteindre la concentration bactericide necessaire au niveau 

du serum des animaux [86]. Avant 1989, aucune resistance a cet antibiotique 

n'avait ete retrouvee chez S. suis [87J. Par contre, des 1993, des souches 

resistantes a la penicilline sont isolees [40, 88-90]. Ces resistances seraient 

associees a des modifications de la structure des proteines de la paroi 

bacterienne ciblees par la penicilline (penicillin-binding proteins) [89]. Ces 

alterations diminueraient leur affinite pour I'antibiotique donc I'effcacite de ce 

dernier [89]. Des resistances d'autres antibiotiques souvent utilises sont aussi 

identifiees. Cantin et coll. [91] demontrent que des souches canadiennes sont 

resistantes a la clindamycine, a I'erythomycine et a la tetracycline. Les memes 

resultats sont obtenus avec des souches americaines [92] et norvegiennes [93]. 

Le groupe canadien a identifie des plasmides dans 60% des isolats testes mais 



n'ont pu relier la presence de plasmides aux resistances [91]. D'un autre &te, 

Stuart et coll. [92] demontrent que S. suis peut transferer des resistances a la 

tetracycline et a l'erythromycine via un transposon similaire a Tn916, resultats 

corrobores par Wasteson et coll. [93]. Les antibiotiques suggeres comme les 

plus efficaces contre S. suis sont I'amoxicilline, I'ampicilline [88, 941. la 

gentamicine [go], le ceftiofur et I'enrofloxacine [88. 951. Cependant, les 

antibiotiques ne peuvent eliminer les bacteries chez les sujets porteurs 155, 961. 

La vaccination contre S. suis se fait surtout a I'aide de bacterines 

autogenes. Cependant, ce genre de vaccins donne souvent des resultats 

inconsistents [I]. Ceci peut &re dfi a plusieurs raisons dont le grand nombre de 

types capsulaires, la faible immunogenicite de ces capsules, la variation des 

facteurs de virulence proposes selon les regions, la degradation des antigenes 

protecteurs lors de la preparation d'un vaccin tue et la production d'anticorps 

contre des antigenes non-relies a la virulence. Tous ces aspects seront traites 

dans les sections suivantes. II est a noter que la presence d'anticorps n'elirnine 

pas les bacteries chez les animaux porteurs [56]. 

Une meilleure gestion de la production, du deplacement des animaux et 

du contr8le d'autres maladies porcines jouerait un r6le primordial dans le contr6le 

des infections a S. suis [9, 36, 881. 

1.4. Facteurs de virulence proposes pour Streptococcus suis serotype 2 

Comrne vu a la section 1.3.1, la pathogenese de S. suis est peu connue. 

Plusieurs facteurs de virulence potentiels ont ete proposes, en se basant sur des 

facteurs connus pour d'autres baderies pathogenes ou suite a des etudes 

impliquant des souches vinrlentes ou non-virulentes. Cependant, aucun de ces 

facteurs n'a pu etre directement implique dans la virulence jusqu'a ce jour. 



1.4.1 . Proteines 

Plusieurs determinants de virulence proposes sont de nature proteique et 

leur presence peut varier selon I'origine ghgraphique des souches. 

1.4.1 .l. Hemagglutinines et adhesines 

L'un des premiers facteurs decrits pour S. suis est implique dans 

I'hernagglutination. Cette demiere requiert la presence d'adhesines sur la 

bacterie. II a ete demontre pour plusieurs pathogenes que I'adherence est 

souvent la premiere etape menant a une infection, et que cette adherence est 

mediee par des interactions entre un recepteur saccharidique sur la cellule-h6te 

et une adhesine [971. Kurl et a l l .  [98] sont les premiers a decrire des 

hemagglutinations specifiques a certains sucres chez S. suis. Trois types de 

specificite sont retrouves avec des globules rouges de sang humain de groupe 6. 

Certaines souches de differents semtypes, dont quelques-unes de serotype 2. 

possedent des adhesines sensibles a la trypsine reconnaissant du galactose 

etlou du N-acetylgalactosarnine, ou de I'acide sialique. Cependant, ces reactions 

sont restreintes a peu de souches. L'annee suivante, Gottschalk et coll. [99] 

confirment les hemagglutinations en plus de demontrer des reactions avec des 

globules rouges de differentes especes. Ces reactions, independantes 

d'interactions hydrophobes, sont variables selon le serotype et a I'interieur d'un 

meme serotype. Par exemple, certaines souches de serotype 2 reagissent avec 

des cellules de cheval alors que d'autres sont limitees aux cellules de sang 

humain de groupe 8 et 0. Cependant, aucune correlation n'a pu &re etablie 

entre I'hemagglutination, les tissus d'ou les souches ont ete isolees ou la 

virulence. Haataja et coll. ont caracterise plus en detail I'une des adhesines, 

nomrnee adhesine P, d'une souche de serotype 2 liant le galactose ou le N- 

acetylgalactosarnine [I 001. Ils ont demontre la reconnaissance d'un lien Gala1 - 
4Gal chez des antigenes des groupes sanguins pk et PI. Cette liaison serait 

impliquee dans I'adherence. Les souches mises en presence de ceramide 

trihexosyl (Gb03). glycolipide present chez le groupe P et exprime dans plusieun 

tissus porcins, n'adherent plus a des coupes congelees de pharynx de porc. Le 



Gb03 contient une sequence qui est reconnue par I'adhesine et qui inhibe 

I'adherence des souches aux tissus. Cette adhesine a ete identifiee chez 

plusieurs serotypes (surtout ceux impliques dans les infections) et souches non- 

typables de S. suis [ l O l ] .  Sa presence semble &re variable, ce qui suggere une 

variation de phase dans I'expression de I'adhesine. Cette expression serait 

inversernent proportionnelle a la quantite de capsule presente a la surface 

bacterienne. Les auteurs amenent I'hypothese d'une forte expression d'adhesine 

en debut d'infection pour permettre I'adherence et la colonisation. L'expression 

serait plus tard diminuee pour pennettre une plus grande production de capsule 

et une meilleure survie a I'interieur de I'hbte [I 011. Cependant. Gottschalk et mll. 

[I021 demontrent que I'absence de capsule n'augmentait pas necessairement 

I'adherence des bacteries a des coupes de poumon porcin. Des anticorps 

produits contre I'adhesine purifiee ont montre une action bactericide chez la 

souris et suggerent I'utilisation de I'adhesine comme antigene d'un vaccin 

potentiel [ loll. 

1.4.1 -2. Fimbriae 

En 1990, Jacques et coll. [I031 indiquaient, par coloration n&gative en 

microscopic electronique, la presence de fimbriae repartis sur toute la surface de 

la bacterie. Ces structures peritriches, surtout visibles apres croissance en 

bouillon, sont flexibles. peuvent mesurer jusqu'a 250 nm de long par 2 de large et 

sont presentes en densite variable (de dense a eparse). Leur fonction demeure 

cependant inconnue mais ils pourraient &re impliques dans I'adherence, comme 

demontre avec ce rneme genre de structures chez d'autres streptocoques [104]. 

1.4.1.3. Proteines MRP et EF 

En cornparant des souches isolees de cas humains et porcins traitees 

avec du lysozyme. Arends et Zanen [I051 remarquent que la rnajorite des 

souches provenant de mkningite humaine ont des proteines membranaires de 

haut poids rnoleculaire, lesquelles sont absentes chez les souches porcines. Un 

test de virulence chez des porcelets axeniques demontre par la suite qu'une 



souche possedant la MRP ("Muramidase-Released Proteinn; MPR') est plus 

virulente qu'une souche ne possedant pas cette proteine [106]. Des etudes de 

profils proteiques plus poussees entre des souches virulentes et non-virulentes 

penettent I'identification d'une autre proteine, EF ('Extracellular Factor"), dont la 

presence semble intimement Iiee a celle de MRP chez les souches pathogenes 

[107l- 

La MRP est une proteine de 136 kDa qui se retrouve dans le sumageant 

de culture apres traitement des batteries a la muramidase. Cette reaction a 

I'enzyme glycosidique indique que la proteine est probablement liee a la paroi 

cellulaire [107- Sa sequence rnontre par aiileurs qu'elle aurait un domaine en C- 

terminal qui lui permettrait de s'integrer a la membrane [108]. La proteine EF 

presente un poids moleculaire de 110 kDa et se retrouve dans fe surnageant de 

culture bacterienne sans traitement prealable requis comrne pour la MRP [107]. 

Au depart. trois profils MRPIEF ont pu &re etablis soient MRP+ EF'. MRP' EF-. 

MRP- EF'. La majorite des souches isolees de porcs malades en Europe 

presentent un profil MRP* EF', alors que celles isoiees de porcs sains sont de 

type MRP- EF'. D'autre part. les souches humaines montrent un profil MRP' EF', 

alors que seulement 12% des souches porcines ont ce type de profil [107]. Les 

proteines MRP et EF sont alors impliquees cornrne etant des marqueurs de 

virulence chez S. suis. De nouveaux types de MRP et de EF sont 

subsequemrnent decouverts chez de nouvelles souches. Un type de EF a plus 

haut poids moleculaire (EF') est retrouve, celui-ci etant present surtout chez des 

souches humaines et des souches porcines non-virulentes [I 091. Cette proteine 

a la particularite de possMer des repetitions d'acides amines en position C- 

terminale, ce qui amene I'hypothese qu'une recombinaison a ce niveau. en 

eliminant les repetitions. produirait des souches virulentes a profil EF' [log]. 

Galina et coll. [110] trouvent, de leur c6tel une MRP presentant un plus haut 

poids moleculaire (MRP') et qui se retrouverait chez les souches isolees de 

pneumonie. alors qu'un nouveau profil MRP- EF' se voit chez quelques souches 

americaines de meningite. Plus de 50% des souches virulentes americaines ont 



un profil MRP' EF* [ I  101. Fait interessant, malgre la proximite des gtats-~nis, 

les souches canadiennes possdent des profils tres differents. En 1995, Quessy 

et coll. [43] demontrent des differences entre certaines souches virulentes 

canadiennes et europeennes, les premieres ne possedant pas la MRP. 

Cependant, une proteine de poids moleculaire similaire a EF se retrouve chez les 

souches virulentes. Cette demiere est utilisee pour produire des anticorps et 

ceux-ci se montrent efficaces a prot6ger des souris contre des souches 

homologues et heterologues [43]. Cependant. Gottschalk et coll. demontrent que 

la souche utilisee par ces chercheurs pour produire les anticorps ne produirait 

pas le facteur EF, ce qui laisse supposer qua la proteine protectrice etait d'une 

autre nature [Sl]. Au Canada, 72% des souches isolees de porcs rnalades ont 

un profil MRP- EF-, alors que seulernent 1% possedent les deux marqueurs de 

virulence des souches eurcpeennes [W]. De plus, une proteine MRPS, de plus 

faible poids que la MRP originale, est retrouvee chez 8% des souches 

canadiennes de serotype 2 alors qu'elle n'avait ete retrouvee jusqu'ici que chez 

les serotypes 1 et 4 [I 1 11. 

l e  r61e ambigu de MRP et de EF dans la virulence a ete eclairci 

recemment a I'aide de mutants isogeniques. II a ete demontre que ces mutants 

sont toujours virulents chez le porc, suggerant que ces proteines ne sont pas 

reliees a la virulence ou que d'autres facteurs compensent leur absence [112]. 

1.4.1 -4. Hemolysine (suilysine) 

Les hemolysines ont Ue impliquees dans la virulence de plusieun agents 

infectieux comme Escherichia coli [113], certains streptocoques [114], 

Pastewella haemolytica et A. pleuropneumoniae [115]. S. suis est une bacterie 

a-hemolytique mais certaines souches produisent une hemolyse P sur gelose au 

sang de cheval [116]. Une hemolysine, nommee suilysine, a ete identifiee chez 

ces souches [l17-119]. De poids moleculaire variant de 54 kDa [I 1 7  a 65 kDa 

[118] selon les methodes de purification, la suilysine cause la lyse d'erythrocytes 

de plusieurs especes animales. C'est une proteine labile a la chaleur et sensible 



au cholesterol et a I'oxydation [1 17. 1 181. Cependant, son activite hemolytique 

est restauree lorsqu'elle est mise en presence d'agents rMucteun [1 17, 1 181. 

La suilysine presente des sirnilarites a la streptolysine puisqu'un anticorps contre 

la streptolysine 0 inhibe son activite hemolytique [1 181. Sa partie N-terminale 

serait, de plus. semblable a d'autres types d'hemolysine [1 171. Son activite 

hemolytique est comparable a celle de la pneumolysine de S. pneumoniae [1 1q. 

Son mode d'action est de former des pores dans la membrane des erythrocytes, 

puisque des agents augmentant I'osmolarite du milieu prot&gent les globules 

rouges contre la lyse. De plus, un nombre minimal de molecules d'hemolysine 

serait requis pour une lyse efficace ("multi-hit"), puisqu'une quantite accrue 

d'erythrocytes diminue I'efficacite de la lyse [118]. Ces d ifferentes 

caracteristiques en font un membre de la famille des toxines activees au thiol, 

aussi connue sous le nom de toxines cytolytiques liant le cholesterol (1201. Ces 

toxines sont reliees antigeniquement [120]. La production de suilysine in vivo 

n'est pas connue rnais les porcs infectes avec une souche hemolytique ne 

presentent que peu ou pas d'anticorps anti-hemolysine [118]. 

La majorite des souches europeennes de serotype 2 et plusieurs souches 

europeennes et americaines d'autres serotypes produisent la suilysine [I 19, 

1211. A cause de cette prevalence, Jacobs et coll. [I221 emettent I'hypothese 

que I'hemolysine est un facteur de virulence et que sa neutralisation pourrait 

induire la protection chez les porcs. Pour ce faire, ils developpent un vaccin 

contenant la suilysine purifiee et demontrent que ce vaccin protege les souris et 

les porcs contre m e  infection a S. suis [I 17. 1221, ce qui en fait un vaccin 

prometteur. Cependant, la majorite des souches virulentes canadiennes ne 

produisent pas I'hemolysine [51]. De plus, Odiemo et coll. [I231 ont recemment 

dernontre que des mutants faiblement hemolytiques sont toujours virulents chez 

la souris. 



1.4.1 -5. Proteine liant les IgG 

Une proteine interagissant avec les IgG de f a p n  non-immune a ete 

retrouvee chez S. suis [124]. Presente entre autres chez plusieurs 

streptocoques et staphylocoques. cette proteine interfererait avec I'opsonisation 

des bacteries en reagissant avec la partie Fc des anticorps au lieu des Fab [125, 

1261. La proteine liant les IgG de S. suis a un poids moleculaire de 60 kDa, est 

retrouvee sur la paroi en plus d'etre excretee et est presente chez tous les 

serotypes [124, 1271. Cette proteine interagit avec la partie Fc des IgG d'une 

grande variete d'especes animales en plus de recomaitre les IgA humains [128]. 

Contrairement aux autres proteines liant les IgG, elle possede la caracteristique 

unique de lier des IgY de poulet [128]. Cependant, le site de liaison des IgY 

serait different de celui des autres IgG [12q. De plus, la proteine reagissant 

avec des anticorps anti-proteine de stress, elle serait membre de la famille des 

proteines de stress de 60 kDa [I271 (voir section 1.4.1 -7). Le rdle de cette 

proteine dans la pathogenese de S. suk n'a pas encore ete etudie. 

1 -4.1.6. Proteine liant I'albumine 

La liaison de proteines de I'h6te a ete impliquee dans la virulence de 

plusieurs bacteries de Gram positif [129]. Lors de tests de croissance 

bacterienne in vivo dans des chambres intraperitoneales chez le rat. Quessy et 

coll. [130] retrouvent une proteine de plasma de 67 kDa liee aux bacteries. Cette 

proteine a recemment ete identifiee cornrne etant de I'alburnine [131]. Grace a 

cette propriete de liaison, ces m$mes auteurs ont mis en evidence chez S. suis 

une proteine de 39 kDa liant I'albumine [131]. Cette proteine est presente chez 

toutes les souches virulentes et non-virulentes de serotype 2 testees. Elle 

possede une homologie avec I'enzyme glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase des streptocoques du groupe A, qui est aussi impliquee dans 

diverses liaisons avec des proteines de I'h6te (ex.: fibronectine) [132]. L'addition 

d'albumine au milieu de croissance augmente la virulence des souches chez la 



souris. Cependant, son rBle dans la virulence est incertain puisque la proteine 

est aussi presente chez fes souches non-virulentes [I 31 1. 

1.4.1 -7. Proteine de stress 

Les proteines de stress ou "heat-shock proteins (hsp)" sont une farnille de 

proteines essentielles requ ises pour diverses fonctions ph ysiologiques autant 

eucaryotiques que procaryotiques [ I  331. Ces proteines sont exprimees 

constitutivement mais leur synthese est augmentee suite a un stress. La 

presence de ces proteines chez certaines batteries sernblent &re reliee a leu? 

pathogenie (1331. Une proteine de 60 kDa se retrouve chez les serotypes 1 a 8, 

10 et 112 de S. suis [134]. Cette proteine voit sa production augmenter suite a 

une augmentation de la temperature de croissance. De plus, elte reagit avec 

plusieurs anticorps anti-hsp d'especes non-reliees; elle ferait donc partie de la 

famille des hsp de 58-65 kDa. Elle possede une fraction soluble et une autre 

associee a la membrane cellulaire. Fait interessant, cette proteine de stress lie 

les IgG [127l. La proteine liant les IgG et cette proteine de stress serait donc une 

seule et mQme proteine [I 271. Cette proteine immunogene et commune a 

plusieurs serotypes devient un candidat interessant pour un vaccin sous-unitaire 

[I 341. 

1 -4.1 -8. Facteur cytotoxique 

En 1994, un groupe japonais demontre que le sumageant de culture d'une 

souche de S. suis de serotype inconnu, isolee d'un cas de choc septique humain, 

possede m e  activite cytotoxique sur des cellules RSa/UVr [135]. Une fraction du 

surnageant isolee par precipitation au sulfate d'amrnoniurn suivi d'une purification 

sur colonne DEAE-Sephacel demontre toujours une cytotoxicite en plus d'une 

activite proteolytique sur la caseine. Cependant, cette fraction n'est pas 

hemolytique. Les auteurs suggerent que ces activites toxique et proteolytique 

pourraient expliquer le developpement du choc toxique du patient d'ou la souche 

a ete isolee. Cependant, le r61e de ce possible facteur de virulence dans la 

pathogenese de la souche n'a jamais ete etudie. 



1.4.2. Polysaccharides capsulaires 

Les polysaccharides capsulaires sont impliques dans la virulence de 

plusieurs bacteries, autant de Gram positii que negatif [136]. D'abord identifies 

comme polysaccharides de paroi (ex.: groupe R de Lancefield [4]), les 

polysaccharides retrouves dans les differents serotypes de S. suis ont ensuite 

ete associes B la presence d'une capsule 171. La capsule de Ssuis serotype 2 

est composee de cinq sucres differents: galactose, glucose, acide sialique, N- 

acetylglucosamine et rharnnose (1 1 ,  1371 en proportions respectives de 3.30: 

2.04: 1.31: 1.16: 1.00 [137]. La distinction des polysaccharides capsulaires 

d'avec ceux lies a la paroi se fait premierement au niveau de leur haut poids 

moleculaire. D'abord calcule a plus de 100 000 par Elliot et Tai [I 11. leur poids a 

recemrnent ete etabli plus precisement a 310 000 [137]. Deuxiemernent. ces 

polysaccharides sont plus labiles a I'acide chaud que ceux de la paroi [I 11. 

L'impiication de la capsule dans la virulence de S. suis serotype 2 jusqu'b ce jour 

sera discutee plus en details a la section 3. 

2. Les capsules bacteriennes 

Plusieurs especes bacteriennes produisent des polysaccharides 

extracellulaires. Nomrnees glycocalices, ces structures ont ete definies par 

Costerton et coll. [I 381 comme des composantes contenant des polysaccharides. 

reposant au-dela des elements integraux de la membrane externe des bacteies 

de Gram negatif et du peptidoglycane des bacteries de Gram positif. I1 est 

cependant a noter que certaines capsules se composent de glycoproteines ou de 

proteines [ I  39. 1401. Les glycocalices sont divises en deux groupes: 

-glycoproteines excretees en couche visqueuse bidimensionnelle (couche 

S, de I'anglais "surface layer"); 

-polysaccharides organises en structures distinctes formant une 

matrice fibreuse emergeant de la surface cellulaire de fawn plus ou moins 

verticale [141]. 

Les capsules bacteriennes se retrouvent dans le second groupe. Composees de 

polymeres fortement hydratbs (plus de 95 % d'eau), souvent arranges en 



oligosaccharides polyanioniques repetitifs, les capsules presentent des 

structures complexes. De nombreux groupes hydroxyl permettent la formation 

de differents liens glycosidiques amenant des embranchements a mgme les 

differents sucres [142]. Ces divers arrangements apportent des propriWs 

physiques et chimiques uniques a chaque espece, formant la base de la 

serotypie capsulaire. Cette complexite est souvent visible au sein d'une meme 

espece: par exemple. S. pneumoniae possede 90 serotypes capsulaires [I 431, E. 

coli en possede plus de 80 [I441 et meme S. suis en possede au rnoins 35 types 

differents [145]. Cependant, il est interessant de constater que, rnalgre la 

diversite des types capsulaires, certaines bactenes d'interet medical mais 

d'especes differentes produisent des polysaccharides capsulaires chimiquement 

identiques. De tels cas sont vus chez Neisseria meningitidis groupe B et E. coii 

K1 [146]. chez Haemophilus influenzae type b et E. coli Kf  8. K22 et K l  00 [1471. 

et chez S. suis serotype 8 et S. pneumoniae type 19 (voir Annexe) [148]. Les 

raisons probables de ces similitudes seront discutees plus loin. 

La capsule se presente sous differentes forrnes, non exclusives: 

I. rigide, permettant I'exclusion de particules telles I'encre de Chine; 

2. flexible, ne permettant pas I'exclusion de certaines particules; 

3. integrale, etant intimement associee a la surface de la cellule; 

4. peripherique, etant quelques fois associee a la cellule, d'autres fois 

excretee. 

De par leur localisation a ['extreme limite de la surface cellulaire, les 

capsules bacteriennes possMent plusieurs fonctions. Leur epaisseur ainsi que 

leur charge polyanionique limitent I'acces aux molecules et aux ions. Leur cbte 

hydrophile aiderait a surrnonter les repulsions electrostatiques entre la bacterie et 

une autre surface [149]. permettant I'adherence et la formation de biofilms [I 381. 

Par ailleurs. Ophir et Gutnick [I501 ont demontre I'importance des 

polysaccharides dans la prevention de la deshydratation des bacteries. Tous ces 



aspects peuvent etre impliques dans la pathogenie de I'infection de certaines 

especes bacteriennes. 

2.1. Rdles dans la pathogenie 

Les organismes capsules, induant les bacteries et m&ne certaines 

levures [I 511, sont responsables d'infections serieuses autant chez I'homme que 

chez I'animal [136]. L'absence de capsule chez certains de ces rnernes 

organismes a dernontre son r6le important dans la pathogenie (voir section 

2.2.1 ). La capsule peut avoir un r6le direct ou indirect dans les etapes menant a 

une infection. 

2.1 . I .  Adherence 

L'un des r6les indirects les plus marquants de la capsule est son 

implication dans I'adherence de certaines bacteries aux catheters utilises dans 

les h6pitaux. La presence de la capsule perrnet la colonisation de ces surfaces 

causant ainsi de graves infections nosowmiales [152]. Plusieurs recherches 

sont presentement en cours afin de trouver des metaux etlou plastiques 

empgchant l'adherence ou des traitements bactericides, a mQme les catheters, 

efficaces contre les bacteries ad herentes [153. 1 541. 

Un autre exemple d'adhaence impliquant les polysaccharides capsulaires 

est la colonisation de la cavite buccale. La capsule de certaines bacteries deja 

adherentes peut Qtre utilisee pour I'adherence d'autres genres bacteriens via des 

interactions lectine-ligand. Les lectines sont des proteines ou glycoproteines 

d'origine non-immune qui reconnaissent, agglutinent etlou precipitent des sucres 

complexes [155]. Ce biofilm "multi-bacterien" peut eventuellement mener aux 

problemes lies a la plaque dentaire [I 56, 1571. 

La plupart des pathogenes capsu@s doivent eventuellernent entrer en 

contact avec des cellules de I'hbte (epithdiales, endotheliales ou phagocytaires) 

et la colonisation de I'hdte par la bacterie depend de son interaction avec ces 



cellules. Cette interaction implique I'adherence des bact6ries. qui est 

eventuellement suivie par I'invasion ou I'endommagement des cellules. Le r6le 

de la capsule a ce niveau depend du type de microorganismes. En general, une 

capsule reduit I'adherence, et par consequent I'invasion, de cellules. La 

presence des polysaccharides charges confere une surface hydrophile a la 

bacterie, ce qui contribue a Mu i re  I'adherence et la phagocytose [I 581. De tels 

cas ont ete observes avec des bacteries enUriques [I 591, les streptocoques du 

groupe B (SGB) [I 60-1 621, Rhodococcus equi [I 631. H. innuenzae type b 1164. 

1651, N. meningitidis [I661 et Cryptococcus neofomans [167]. Contrairement a 

ce qui a ete demontre par St. Geme et Falkow [I641 et par Vij i  et coll. [165], 

LiPuma et coll. (1 681 montrent que la capsule de H. influenzae type b n'influence 

pas I'adh&ence de la bacterie a des cellules epitheliales buccales. Les memes 

resultats sont observes chez S. pneumoniae, un mutant non-capsule adherant 

autant que la souche sauvage a des cellules endotheliales [169]. Chez P. 

multocida. la presence de capsule augmente I'adherence aux macrophages sans 

promouvoir sa phagocytose (1 70) alors que chez Klebsiella pneumoniae, la 

capsule augmente I'ad herence a des cellules intestinales et entre bacteries [I 711. 

2.1.2. lmmunite non-specifique 

2.1 -2.1 . Resistance a la phagocytose 

Lorsqu'une bacterie reussit a penetrer a l'interieur d'un hbte, ce demier 

reagit contre I'envahisseur. L'organisme mobilise sa ligne de defense 

constitutive et non-specifique composee des proteines de la phase aigije 

(proteine liant le mannose, transferrine, etc.), du complement et des cellules 

phagocytaires [140]. La capsule sera le premier constituant bacterien a entrer en 

contact avec le systeme immunitaire. 

La presence seule d'une capsule peut sauver une bacterie de la 

destruction, en s'interposant entre le systeme immunitaire non-specifique et la 

cellule bacterienne (empechement stehque). Lors d'une infection, un ajustement 

rapide de la composition des protbines sanguines en reponse a ce stimulus 



etranger constitue la phase aigire de la reponse immunitaire non-specifique. 

Durant cette phase, la quantW de certaines proteines augmente alors que pour 

d'autres, elle diminue [172]. Si l'infection stimule la production d'interfeukine-6 

(via les macrophages), cette cytokine agira sur le foie qui produira une proteine 

liant le mannose (MBP, de I'anglais Mannose Binding Protein) [140]. MBP est 

m e  lectine de type C (dependante du calcium). faisant partie des proteines dont 

la concentration sanguine augmente. MBP presente des affinites, cornme son 

nom I'indique, pour le mannose mais aussi pour le N-acetylglucosamine [I 731- 

En se Iiant a certains polysaccharides de surface des batteries, la MBP active la 

voie classique du complement de par sa ressemblance au facteur Clq [I 741. 

rnais peut aussi activer la voie alterne [175]. MBP fait partie de la famille des 

collectines impliquees dans la phagocytose et/ou I'opsonophagocytose [176]. 

Recemrnent. il a ete demontre que la capsule de certains pathogenes causant la 

meningite pouvait reduire considerablernent la liaison de la MBP a la bacterie, 

lirnitant ainsi la phagocytose [I 731. 

La capsule d'une bacterie peut nuire a I'activation du complement. Pour 

que la voie alterne (VAC) soit activeel la composante C3b du complement (C3 

formant le fragment C3b de faqon spontanee mais en faible taux dans la 

circulation (1401) doit se her de faqon non-specifique a la paroi cellulaire 

bacterienne (voir Fig. 1, page suivante). L'attachement du C3b permet la liaison 

du facteur B. Ce dernier est subsequemment dive par le facteur D et stabilise 

par la properdine pour former la C3 convertase (C3bBb)' initiant du m&ne coup 

la cascade du complement dont un des buts ultimes est la formation du 

complexe d'attaque membranaire menant a la lyse et a la mort bacteriennes 

[140. 1771. D'autre part, chez les Gram positifs, I'opsonophagocytose joue un 

r6le plus important que la lyse, ceux-ci y etant resistants grace a I'epaisseur de 

leur paroi [178]. La deposition accrue du C3b a leur surface perrnet cette 

opsonisation menant a la phagocytose. 



Surface activatrice Surface non-activatrice 

Fig. 1. Activation et inactivation de la voie alteme du complement- Pour que la voie alteme 

soit activee. la composante C3b du complement doit se lier de facon non-specifique a la paroi 

celluiaire bacterienne. L'attachernent du C3b perrnet ia fiaison du facteur 8. Ce demier est 

ensuite clive par le facteur D pour former la C3 convertase (C3bBb). initiant du meme coup la 

cascade du complement. Pour inactiver la voie alteme, le facteur H se lie au C3b et le facteur I (I 

pour Inactivateur) peut degrader le C3b. I'empechant ainsi de former la C3 convertase avec le 

facteur 6 et bloquant I'opsonisation ou la formation du cornplexe d'attaque membranaire. 

Cependant, une capsule peut bloquer la deposition non-specifique du C3b donc 

empecher I'activation du complement [I 791, comme chez Campylobacter fetus 

[I 801. 

Si le facteur C3 du complement reussit a &re clive de f a ~ o n  significative et 

que la voie alterne du complement est active, meme une bacten'e capsulee peut 

se voir opsonisee. A cette etape, un phagocyte (macrophage ou 

polymorphonucleaire) possedant des recepteurs pour le C3b pourrait facilernent 

ingerer la bacterie (opsonophagocytose). Cependant, la presence de la capsule 

peut interferer entre la reconnaissance du C3b et son recepteur; malgre 

I'opsonisation, la bacterie ne sera pas phagocytee car les polysaccharides 

capsulaires bloquent I'acces des recepteun au C3b [181]. Une telle situation a 

ete demontree pour les SGB [182], S. pneumoniae [I781 et Staphylococcus 

aureus [183]. Chez ces bacteries, seule la presence d'anticorps anti-capsulaires 

favorise le dep6t de C3b sur la capsule et une phagocytose efficace. 

Le r6le important de la capsule dans la resistance a la phagocytose par 

des monocytes et macrophages a ete demontre avec des mutants non-capsules. 



Ces cellules phagocytaires du foie at de la rate sont generalement celles 

impliquees dans I'elirnination des agents infectieux (1 84. 1851. Des mutants non- 

capsules d'H. influenzae type b [186], de N. meningitidis [I 871, de S. aureus type 

5 [I 881 et d'Erysipelothrix husiopathiae [189] sont beaucoup plus phagocytes 

que les souches sauvages. Cependant. alon que la capsule des SGB a souvent 

ete presentee comme un facteur anti-phagocytaire [190. 1911, Segura et wll. 

[1 921 ont recemment dernontre qu'un mutant non-capsule etait autant phagocyte 

que la souche sauvage en absence d'opsonisation. La capsule protegerait plut6t 

les bacteries contre la destruction apres opsonisation [1 821. 

2.1.2.2. Phagocytose et survie intracellulaire 

Cornme vu a la section precedente, les capsules conferent en general une 

capacite antiphagocytaire aux bacteries. Cependant, il semble que certaines 

bacteries pourraient tirer avantage de la phagocytose et que leur capsule jouerait 

un r6le important a ce niveau. Plusieurs bacteries possedent la capacite a 

envahir certaines cellules-Mtes, dont les cellules phagocytaires. De tels cas ont 

ete demontres entre autres avec Yeninia [193]. Legionella pneumophila [194], 

les mycobacteries [195]. C. jejuni [196] et Streptococcus bovis [I 971. Cet 

envahissement les protegerait contre le systeme immunitaire en plus de leur 

fournir des nutriments pour leur croissance [193]. D'autre part, lorsque ces 

bacteries utilisent les phagocytes comme niche de survie, elles doivent Btre 

capables d'eviter ou de bloquer la production de radicaux et enzymes toxiques 

chez ces cellules en inhibant la fusion lysosome-phagosome, en s'echappant des 

phagosomes [193]. ou en evitant ['activation de la flambee respiratoire par une 

phagocytose via des recepteurs non-activateurs [I 981. 

La capsule de certaines bacteries les protegerait contre les effets toxiques 

des rnacrophages. Williams et d l .  [I861 demontrent que la prbsence d'une 

capsule sur H. influenzae type b aide a la survie intracelluiaire de la bacterie et 

lui permettrait mCme de se diviser; la mCme chose se produirait pour SGB [190], 

S. aureus type 5 [I 881 et E. husiopathiae [ I  891. D'un autre c&e, Anderson et 



Williams [I991 demontrent que la capsule de S. aureus souche M ne contribuerait 

pas a la survie intracellulaire de la bacterie. 

Valentin-Weigand et coll. [200] montrent que des macrophages contenant 

des SGB opsonises possedent plus de lysosomes que ceux contenant des SGB 

non-opsonises. La survie des bacteries est plus grande en absence 

d'opsonisation, ce qui suggere que la voie d'entree des bacteries dans le 

phagocyte influence la survie (2011. D'ailleurs, il a ete demontre que lonque 

Mycobactenurn tuberculosis n'est pas opsonise, il se lie aux recepteurs du C3b 

(CR3) a un site distinct du site de liaison de C3bi. La liaison se ferait par les 

polysaccharides capsulaires de la mycobacterie [202]. Cette voie d'entree 

diminue I'exposition des bacteries aux radicaux d'oxygene toxiques. favorisant la 

suwie [I 931. 

2.1 -3. lmmunite specifique 

En gen&al, les antigenes polysaccharidiques sont reconnus comme des 

antigenes independants des cellules T (T-independants) [172]. Ce sont des 

antigenes qui favorisent la production d'anticorps plutdt qu'une reponse cellulaire 

specifique. Cependant. les anticorps produits sont souvent des IgM, anticorps a 

faible affinite, ou des lgG2. Les lgG2 dominent comme types d'anticorps 

produits contre les polysaccharides des streptocoques des groupes A et B et S. 

pneumoniae, alors que pour H. influenzae, les meningocoques et K. 

pneumoniae. les lgGl et les lgG2 sont tous deux produits [203]. 11 est a noter 

que tous les types d'lgG peuvent se tier a des phagocytes mais que seuls lgG3 

et IgG1, par ordre d'irnportance, activent efficacernent la voie classique du 

complement [172]. 

D'un autre cdte, il a ete demontre qu'il serait possible d'avoir une reponse 

T-dependante avec des polysaccharides. D'abord Pier et Markham [204] avec 

Pseudomonas aeruginosa. et ensuite Onderdon k et coll. [205] avec Bacteroides 

fragilis, ont reussi a obtenir une reponse a mediation cellulaire contre ces 



microorganismes. L'immunite n'etait transferable qu'avec les cellules T et non 

pas avec les anticorps [206]. 

Malgre le fait que les polysaccharides soient reconnus comme des 

stimulateun de la reponse humorale, il existe des variations dans la capacite de 

certaines sucres a induire la production d'anticorps. Un exemple frappant de 

cette variation est la reponse aux polysaccharides des meningocoques du 

groupe A [2071 et I'absence de reponse a ceux du groupe B [208]. Cette 

absence de reponse est due au mimetisme d'antigenes de I'hdte par les 

antigenes du groupe B. Le mimetisme sera discute plus en details a la section 

2.1.4.2. Malgre tout. quelques vaccins efficaces contre des polysaccharides 

capsulaires peu immunogenes ont ete crees. Les polysaccharides sont couples 

a une proteine "porteuse" afin d'augmenter I'immunogenicite des sucres (ex.: 

vaccin contre H. influenzae de type b [209]). Les anticorps ainsi produits sont 

protecteurs si la bacterie ne secrete pas de toxines [I 151. 

Mgme si I'hbte reussit a produire des anticorps anti-capsulaires, certaines 

bacteries ont reussi a contoumer ce probleme. Premierernent. elles peuvent 

rekcher une certaine quantite de capsule dans I'environnement. Les anticorps 

reconnaissent ces capsules libres et sont eventuellement satures; ils ne peuvent 

plus agir sur les bacteries comrne K. pneumoniae [210]. Deuxiemement, les 

microorganismes peuvent modifier leur capsule i. e. changer leur serotype 

capsulaire. Chez N. meningitidis. Swartley et coll. [211] ont montre que des 

meningocoques du groupe 6 peuvent produire une capsule du groupe C en 

substituant le gene de la polysialyltransferase de type B par celui de type C. Un 

tel mecanisme de modification capsulaire a aussi ete propose pour H. influenzae 

type b (21 21 et S. pneumoniae [213]. 

Lorsque les anticorps sont diriges contre des antigenes differents de la 

capsule. cette derniere a quand mCme u n  dle a jouer. Par empechement 

sterique, elle peut interferer entre la reconnaissance d'un anticorps et d'un 



antigene somatiqua [214]. Or, ce blocage est dependant de I'epaisseur et de la 

perrneabilite de la capsule. II a ete demontre que la capsule d'E. coli K5 

empCche la reaction antigene-anticorps avec des anti-lipopolysaccharides (LPS), 

alors que celle d'E. coli K1 perrnet la reaction [2151. D'autre part. si la production 

de capsule de K. pneumoniae est reduite. des antigenes tels les LPS deviennent 

accessibles aux anticorps protecteurs (21 01. 

2.1.4. Composition de la capsule: acide sialique 

Si I'espace physique occupe par une capsule est implique directement 

dans la capacite d'une bacterie a echapper aux defenses non-specifiques de 

I'hbte, sa composition chimique peut, elle aussi. avoir un r6le a jouer. Les 

polysaccharides capsulaires conferent une charge negative nette a la cellule 

bacterienne. Les cellules phagocytaires presentant elles aussi une charge 

negative a leur surface. le contact entre les deux entites resulte en une repulsion 

mutuelle. Des exemples de I'effet de la charge sur la phagocytose ont Ue 

demontres chez certaines bacteries et levures [216-2181. La charge de la 

capsule depend de sa composition. Souvent. cette charge est foumie par I'acide 

sialique. II est frappant de constater que plusieurs bacteries pathogenes 

possedent de I'acide sialique [219]. 

Le terme "acide sialiquen. cite pour la premiere fois en 1952 [220], 

represente un sucre amine acide. Ce sucre de 9 atomes de carbone est forme 
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OH 

! I 
H-C- OH 

OH H R I 

H-?-OH 

CH20H 

Fig. 2. Structure de base de I'acide 
sialique [222]. 

La diversite de ce sucre est 

du phosphoenolpynrvate (3 carbones) et du 

N-acetylrnannosamine (6 carbones) [219]. 

Plus de 40 acides sialiques differents ont ete 

decrits jusqu'8 present [221]. Cette famille de 

derives ont tous a la position C1 un groupe 

carboxyl (COO-) ionise a pH physiologique. 

leur donnant une charge negative nette, ainsi 

qu'un groupe acyl (C2H30) sur I'azote [222]. 

apportee par les substitutions additionnelles 



possibles aux autres carbones. Les acides sialiques les plus communs sont 

I'acide N-acetylneuraminique (NANA; Fig. 2) et I'acide N-glycolylneuraminique. A 

eux deux, ils foment les structures de base de la plupart des acides sialiques 

connus. Molecules rarement libres, elles sont habituellement rattachees a des 

chaines saccharidiques par des liens aglycosidiques en position terminale ou 

interne. L'arrangement spatial et les aspects chimiques de NANA en font un bon 

candidat au masquage de sites antigeniques ou comme marqueur de 

reconnaissance a la surface cellulaire [219]. 

Les acides sialiques sont repandus dans la plupart des especes vivantes, 

allant du virus de la rage [223] en passant par les bacteries [224, 2251 et les 

protozoaires (226, 2271. Cependant. c'est dans le regne animal qu'ils sont les 

plus prevalents alors qu'aucun n'a ete retrouve chez les mycetes, les algues. les 

plantes, les arthropodes ou les mollusques [219]. Chez les vertebres, plusieurs 

types d'acides sialiques sont distribues selon les especes et, a I'interieur d'une 

m6me espece, selon les tissus [228]. Les acides sialiques des mammiferes sont 

les plus etudies: on en retrouve dans la plupart des liquides corporels (lait, urine, 

serum, mucus, bile) et sur plusieurs types cellulaires, dont les erythrocytes et 

certaines composantes du systeme immunitaire (plaquettes, leucocytes. cellules 

B). Aspect interessant. le cerveau est un site riche en NANA au niveau des 

glycoproteines, des gangliosides (glycolipides. retrouves surtout dans les tissus 

neweux, composes de sialyloligosaccharides et de ceramides) et du liquide 

cephalorachidien [219]. 

Les acides sialiques ont plusieurs r6les biologiques lorsque lies aux 

cellules eucaryotes: 

( 1 )  La presence de NANA influence les liens cellule-cellule. Kanwar et Farquhar 

[229] ont demontre que NANA etait important pour I'attachement de 

I'endothelium et I'epithelium a la membrane basale glomerulaire, alors que 

Kemp [230] implique la charge de NANA dans la formation de ponts calcium 

(ca2') entre les cellules musculaires d'embryons de poulet. 



(2) NANA est aussi implique dans le transfert d'inforrnation. Certains 

gangliosides du systeme nerveux sont situes a la base des nerfs d'ou sont 

relaches les ions ca2' qui rneneront ultimement a la transmission des influx 

nerveux [219]. 

(3) NANA determine aussi la duree de vie de certaines cellules. II a ete 

demontre que lorsque les erythrocytes sont traites a la sialidase, un enzyme 

coupant NANA, leur demi-vie dans la circulation est drastiquement reduite. 

passant de 120 jours a quelques heures [231]. NANA serait le moyen de 

contrbler la circulation des erythrocytes. Les erythrocytes vieillissants, 

possedant moins de NANA. sont phagocytes par I'exposition de leun residus 

galactose reconnus par des recepteurs des cellules de Kupffer, alors que 

I'acide sialique protegerait les cellules immatures d'une reconnaissance et 

d'une degradation prematuree [219]. 

2.1 -4.1 . Acide sialique d'origine bacterienne 

NANA est un constituent de plusieurs bacteries extremernent pathogenes. 

Ce sucre est retrouve surtout chez des bacteries causant la rneningite tels les 

meningocoques des groupe B et C [232], les streptocoques du groupe B [233] et 

E. coE K1 [146]. NANA est une composante des capsules de ces demieres. I1 

semblerait que la position de NANA, a I'interieur des chaines de polysaccharides 

repetitifs, est importante pour son implication dans la virulence. Certains 

serotypes de meningocoques moins virulents possedent aussi NANA dans leur 

capsule mais celui-ci n'est pas en position terminale comme chez la majorite des 

autres pathogenes [234]. 

L'acide sialique se retrouve aussi au niveau des lipopolysaccharides et 

lipooligosaccharides (LOS) de certains Gram negatifs d'importance medicale. 

Les LPS et les LOS sont des glycolipides toxiques presents dans la membrane 

exteme [140]. Les LOS different des LPS par leu= proprietes antigeniques, leur 

partie polysaccharidique etant moins complexe que celles des LPS [235]. NANA 

a ete retrouve sur les LPS ou LOS de H. influenzae [236], N. gonomhoeae et N. 



meningitidis [237]. La caracteristique de ce NANA est qu'il peut &re produit de 

fason endogene par la bacterie ou recrute de fawn exogene [237]. N. 

gonorrhoeae et N- meningitidis varient leur phenotype en ajoutant NANA a leurs 

LOS de fa~on exogene [237J. Ceci s'effectue par le transfert covalent de NANA 

a partir de la molecule cytidine 5'-monophosphate-NANA (CMP-NANA; presente 

en grande quantite dans le serum, les secretions ou I'interieur des cellules de 

I'h6te) sur les residus galactose des LOS. Ce transfert se fait gece a I'enzyrne 

2.3-sialyltransferase, enzyme present chez les Neisseria pathogenes mais 

absent chez les cornmensales (2381. Un mecanisme similaire de transfert de 

NANA de l'h8te jusqu'a la surface bacterienne a ete demontre pour H. influenzae 

[236] et le parasite Trypanosoma cmzi [226]. En plus du transfert exogene, N. 

meningitidis peut ajouter NANA de faqon endogene, puisque la bacterie 

synthetise du CMP-NANA pour la production de sa capsule [239]. 

2.1.4.2. Implication de I'acide sialique dans la pathogenie bacterienne 

Tel que mentionne precedemment, NANA aurait un r6le protecteur contre 

la destruction de certaines cellules de I'h6te. La raison de cette protection est le 

"masquage" de sites antigeniques, rnoyen utilise par plusieurs batteries 

pathogenes pour eviter la destruction. Le masquage peut Btre direct i.e. NANA 

est situe directement u un sucre antigenique, ou indirect i. e. NANA est situe a 
cote d'un antigene (sucre ou non) [219]. 

L'immunite non-specifique est essentielle lorsque I'h6te n 'a pas 

d'anticorps contre un envahisseur. La reponse doit etre rapide mais aussi ciblee 

i.e. etre capable de differencier les molecules etrangeres des molecules du soi 

afin d'eviter les reactions autoimmunes. Pour ce faire, I'organisme a developpe 

certaines strategies lui perrnettant de faire la distinction. L'une d'elles est la 

presence d'acide sialique a la surface de certaines cellules. Fearon [ I74 a 

demontre que, lorsque I'acide sialique d'erythrocytes de mouton etait enleve ou 

modifie, les cellules, auparavant non-activatn'ces, deviennent activatrices de la 

voie alteme du complement. NANA a une fonction r8gulatrice sur VAC puisque 



I'affmite du facteur 6 pour C3b est determinee par la presence de NANA a la 

surface cellulaire. Afin d'eviter la destruction de ses propres cellules, I'organisrne 

a etabli un contr6le rigoureux de son immunite non-specifique. II existe deux 

proteines du complement impliquees dans I'inactivation de VAC: les facteurs H et 

1 [I 401. Lorsque le facteur H se lie au C3b. le facteur I (I pour lnactivateur) peut 

degrade C3b, I'empgchant ainsi de former la C3 convertase avec le facteur B et 

bloquant I'opsonisation ou la formation du complexe d'attaque membranaire (voir 

Fig. 1, p. 26). 11 a ete dernontre que I'activite du facteur H est hautement 

dependante de la nature de la surface cellulaire: NANA augmente I'affiniti! de H 

pour C3b [177]. Un site de liaison de NANA a m&ne ete identifie, non pas sur 

C3b, mais sur le facteur H [240]. Ce site serait distinct du site de liaison du 

facteur B mais les deux seraient competitifs pour I'attachement de C3b [241). 

Les bacteries pathogenes utiliseraient donc cette afFinite accrue du facteur 

H pour NANA afin de contoumer la reponse immunitaire de IYh6te. La presence 

de NANA dam leur capsule ou sur leur LPS camoufle les antigenes susceptibles 

d'activer VAC. En plus de prevenir la liaison du C3b, NANA empeche la 

reconnaissance des residus galactose, auxquels il est souvent rattache, par des 

recepteurs de macrophages specifiques au galactose [242]. L'irnportance de 

NANA dans la protection des bacteries contre VAC a ete etudiee chez les SGB 

et les Neisseria. 

Le r6le de NANA sur I'activation de VAC et la virulence a d'abord ete 

demontre chez SGB par la croissance de ces demieres en presence de 

sialidase. Premierement, Edwards et coll. [234] montrent que la presence de 

NANA empeche I'activation de C3 ou de B par SGB. Ensuite, la virutence des 

bacteries traitees est testee chez le rat. Cette experience dernontre que le 

simple fait d'enlever la partie NANA de la capsule de SGB (NANA etant le sucre 

terminal d'une chaPne polysaccharidique r6petitive [243]) diminue la virulence de 

ces souches de f a ~ o n  significative [244]. Quelques annees plus tard. Wessels et 

coll. [245] confirment ces rbsultats a I'aide de mutants isogeniques non-capsules 



ou asialo i. e. capsules mais sans la partie NANA terminale. Ils etablissent que, 

tout wmme le mutant non-capsule, le mutant sans NANA est cent fois moins 

virulent que la souche capsulee. Une mutation affectant seulement NANA 

devient equivalente a I'absence totale de capsule. Le mutant asialo est plus 

hydrophobe et plus phagocyte que la souche-mere [246]. 

Du c6te des Neisseria, le r6le de NANA est plus diffcile a etablir dO a la 

presence de NANA dans la capsule et sur les LOS. Pour N. meningitidis groupe 

8, dont la capsule est un homopolymere de NANA lie en a(2-8). il a ete etabli a 

I'aide de mutants isogeniques que NANA est requis dans la capsule en meme 

temps que sur les LOS pour une bonne resistance au serum (i. e. resistance au 

complexe d'attaque membranaire du complement) [247] et pour un maintien de 

la virulence [248]. La presence de la capsule en absence de sialylation des LOS 

augmente la phagocytose et diminue la resistance au serum, alors que I'absence 

de capsule en presence de LOS sialyles permet encore plus de phagocytose 

mais ne diminue pas autant la resistance au serum. Cependant. i l  semble que 

NANA exogene sur les LOS soit plus efficace a reduire I'association de C3 (donc 

augmenter la resistance au serum) que NANA endogene, probablement a cause 

des types de liens formes entre NANA et les LOS [249]. Pour N. gonorrhoeae 

qui ne possede que du NANA exogene. I'absence de ce dernier augmente 

considerablement I'opsonophagocytose de la bacten'e (2501. 

La plupart des polysaccharides capsulaires peuvent induire une reponse 

irnmunitaire specifique [214]. Par exemple, des anticorps anti-capsulaires 

protecteurs sont produits contre S. pneumoniae [251]. Cependant. certains 

polysaccharides sont faiblement immunogenes. Des exemples de cette faible 

immunogenicite incluent les meningocoques du groupe B (MGB), et E. coli K1 et 

K5. Tel que mentionne a la section sur les acides sialiques d'origine 

bacterienne. les MGB et E. coE K1 possMent NANA dans leur capsule. En fait. 

ces deux pathogenes ont des capsules immunochimiquement identiques 

formees d'homopolymeres de NANA lies en a(2-8) [146]. La similarite des 



capsules de deux pathogenes d'especes differentes demontre I'irnportance des 

r6les de NANA dans la virulence de ces bacteries. Un de ces rBles serait que la 

presence de NANA, charge negativement, amenerait la formation d'une 

carapace de molecules d'eau. Ceci a pour effet de rMuire I'antigenicite d'une 

molecule. celle-ci etant inversement proportionnelle a sa capacite a her I'eau 

[219]. 

Cependant. le r61e de NANA le plus probable serait que les pathogenes 

utilisent fe mimetisme pour contoumer la reponse immunitaire de ISh6te. Tout 

comme pour I'immunite non-specifique, il existe des rnecanisrnes de protection 

contre l'autoirnrnunite afin d'eviter la production d'anticorps contre les molecules 

du soi. Les bacteries ont su tirer avantage de cette protection, puisque plusieurs 

sucres des glycoproteines de 11h6te sont imites par des polysaccharides presents 

chez des pathogenes (2431. Le mimetisme n'est pas limite a la presence de 

NANA. Par exemple, I'uropathogene E. coli K5 produit des polysaccharides 

capsulaires similaires a la desulfoheparine [252] et les streptocoques du groupe 

A ont une capsule d'acide hyaluronique, sucre present dans tous les fluides et 

tissus animaux [253. 2541. Le resultat de ces ressemblances structurales est 

une faible reponse irnmunitaire causee par I'irnmunotolerance de molecules 

similaires a celles de I'hdte [146, 2551. 11 est interessant de noter que. 

contrairement aux meningocoques du groupe B, une reponse immunitaire peut 

6tre rnontee contre ceux du groupe C. alors que la capsule de ces demiers ne 

differe que par le type de liens entre les NANA, soit a(2-9) (2561. 

Malgre tout, plusieurs efforts de vaccins contre les polysaccharides 

capsulaires peu irnmunogenes ont ete faits suite aux succes obtenus avec les 

capsules des meningocoques des groupes A et C. Cependant en 1983. Finne et 

coll. [257] remarquent que des glywproteines de cerveaux humains et de rats 

reagissent avec des anticorps produits chez le cheval contre les meningocoques 

du groupe B. De plus. les reactions anticorps-glycoproteines sont bloquees par 

les capsules purifies des meningocoques du groupe B et de E. coli K1 alors que 



celle du groupe C n'interferent pas. etablissant la specificite de la reaction au 

type de lien impliquant NANA. Plus tard. Bitter-Suennann et Roth 12581 

demontrent qu'un anticorps monoclonal contre les meningocoques du groupe B 

reconnait specifiquement les longues chaines poly-NANA presentes sur la fonne 

ernbryonnaire de la molecule d'adhesion cellulaire nerveuse (N-CAM. de I'anglais 

Neural Cell Adhesion Molecule). Ces resultats indiquent qu'un danger de 

reactions autoimmunes existe si des anticorps contre ces polysaccharides 

capsulaires sont produits chez I'h6te. Cependant, il semble que le systeme 

immunitaire puisse reussir a contourner ce risque. Des individus convalescents. 

suite a une infection a meningocoques ou a E. coE K1, n'ont pas de hauts titres 

d'anticorps contre les capsules [259. 2601. 

D'autre part. si des anticorps anti-capsulaires sont produits. ces anticorps 

sont generalement diriges contre des antigenes conformationnels, i. e. contre la 

structure secondaire ou tertiaire, evitant ainsi I'autoimmunite par la 

reconnaissance d'un epitope plus large [208, 2431. Cet epitope doit &re d'une 

longueur rninimale pour perrnettre la formation de la structure conforrnationnelle. 

Donc. la reconnaissance par les anticorps depend de la longueur de la chaine 

polysaccharidique [261]. Ces anticorps sont generalement protecteurs [243, 

2621. 

2.2. Les operons capsulaires 

Au niveau moleculaire. la synthese des polysaccharides capsulaires est 

complexe. Plusieurs genes sont impliques dans la production de capsule. autant 

chez les bacteries de Gram positif que negatif [181]. La plupart de ces genes se 

retrouvent a un meme locus. souvent sous forme d'operon. Cet arrangement 

p e n e t  une regulation coordonnee des genes impliques dans la synthese et 

I'exportation des sucres [181, 2631. Plusieurs bacteries ont des operons 

organises de fawn similaire. L'operon est divise en "regionsw selon la fonction 

de chaque gene. L'analyse de ces r6gions a surtout ete effectuee chez les Gram 

negatifs [264], bien que quelques etudes ont W faites chez les Gram positifs 



[265, 2661. Trois regions sont souvent presentes, leur fonction variant entre les 

bacteries de Gram positif ou n@atif. Chez les Gram n6gatifs. les regions se 

divisent arbitrairement comme suit: 

1 . Synthese et polymerisation des polysaccharides 

1. Translocation des polysaccharides a travers 

la membrane interne 

2. Transport des polysaccharides matures a 

I'exterieur de la cellule pour la formation de 

la capsule [I 81 j. 

L'organisation de ces r@ions est conservee 

entre les serotypes d'une m h e  espece; les 

regions de transport (2 et 3) flanquent la region 

de synthese (1) [267]. Cette derniere est 

unique a chaque type capsulaire et sa longueur 

varie en fonction de la complexite de la capsule 

[181]. Les regions de transport codent pour 

des fonctions similaires d'un serotype a I'autre 

[267]. Des organisations semblables se 

retrouvent chez E. coli K1 [268], N. meningitidis 

[269] et H. inffuenzae type b [270]. 

Du c6te des Gram positifs, le meme 

genre d'organisation est retrouve mais avec 

des fonctions differentes. Cette organisation a 

kps neu ~ P S  
Rigion I: Genes irnpliues dans La 

vanslacation des suaes B travers 
la membrane interne. 

Rigion II: Genes impliqds dans La synthese 
de racide potys~alique 
(polysacchande formant la 
capsuie de E. cdi K1) 

Rigion Ill: Genes impliqwis dans le vampon 
en surface pour la formation de la 
capsule. 

Les fli?cnes indiquent I'onentation de la 
transcnptron des genes [263]. 

Region I: Genes ~mpl iues dans b produrnon et 
le reuuternent des momsacchandes. 

Region II: Genes rmpliiues dans rassembbge 
deS oligosacchandes. 

Rigion Ill: Genes impliqds dans I'expomtion des 
sucres a b surface baaenenne. 

Les tleches indiquent I'onentation de la transcnpuon 
des genes. 
Le gene rep&sen!d par la bite gnse IysR pesente 
une hornologie avec des e u b t e u r s  de la famtlle 
Lys8 [284]. 

Fig. 3. Organisation genetique des 
operons capsulaires d'Escherichia coli 
K1 et des streptocoques du groupe B. 

pu dtre identifiee chez S. pneumoniae type 19F [271] et chez SGB [265]. 11 a ete 

demontre que. comme pour les Gram negatifs, certains genes se retrouvent dans 

la plupart des serotypes alors que d'autres semblent specifiques au type 

capsulaire [266. 2721. Les streptocoques du groupe B ont ete les plus etudies au 

niveau moleculaire et fonctionnel. Les trois regions de I'operon capsulaire des 

SGB se presente comme suit: 

1 . Production et recrutement des monosaccharides 



2. Assemblage des ofigosaccharides 

3. Exportation des sucres a la surface bacterienne [265]. 

Fait interessant, Haft et coll. [273] demontrent que le gene implique dans la 

formation de CMP-NANA chez SGB peut remplacer le gene implique dans la 

m h e  fonction (neuA) chez E. coli K1. La capacite de remplacer des genes 

entre especes heterologues appuie la similarite observee chez des genes 

capsulaires entre Gram negatifs et positifs [273] (Fig. 3). 

2.2.1. Mutations et virulence 

Les genes impliques dans la synthese de la capsule de diverses bacteries 

ont pu gtre identifies suite a des mutations. Ces demieres ont perrnis d'etablir 

que la capsule, ou une de ses composantes, est souvent requise pour la 

virulence. 

II a ete demontre precdemment que I'absence de NANA seul. alon que 

la bacterie possede encore d'autres polysaccharides, peut affecter la virulence. 

Le simple fait d'introduire une mutation au niveau du gene implique dans la 

synthese de NANA, soit cpsF, dirninue la virulence de SGB 1245. 2731. Lorsque 

la capsule est entierernent absente, la virulence est affectee autant chez les 

bacteries de Gram positif (les streptocoques des groupes A [274] et B [275], S. 

aureus [276]) que celles de Gram negatif (E. coli K1 [277] et H- influenzae type b 

[278]). La dose letale 50 des mutants est souvent de cent a mille fois plus elevee 

que celle des souches sauvages [190,279]. 

2.2.2. Contr6le d'expression de la capsule 

Plusieurs parametres peuvent affecter la production et la r6gulation de 

facteurs de virulence. Ceuxci incluent entre autres la temp&rature, la phase de 

croissance, les sources de carbone, le niveau d'oxygene. le pH. I'osmolarite du 

milieu et la disponibilite du fer [193]. Plusieun pathogenes possedent des 

senseurs pour ces variables. 



Chez E. coli K1, la production de capsule semble regulee par la 

temperature. Malgre le fait que les sucres soient synthetises a I'interieur de la 

bacterie a basse temperature. la capsule n'est exprimee que lorsque la 

temperature atteint le degre permissif de 37OC [263]. Chez SGB. il a ete 

demontre que des isolats provenant d'enfants atteints de meningite avaient une 

capsule plus epaisse que ceux provenant du col de la mere asyrnpt6rnatique 

[280]. L'expression de la capsule est reulee par la vitesse de croissance. 

Lorsque SGB croit lentement. la capsule est plus mince que lonque SGB croit 

rapidement [280]. Les auteurs suggerent que cette regulation d'epaisseur 

permettrait aux bacteries avec une capsule plus mince d'adherer et de coloniser. 

et que le changernent pour une production accrue de capsule prot&erait les 

bacteries invasives contre le systeme immunitaire de I'hdte [280]. Cette mCme 

hypothese a ete apportee suite aux experiences menees par St. Geme et Falkow 

sur H. influenzae type b [164]. Ils ont demontre que la bacterie se retrouvait non- 

capsulee a haute frequence dO a I'arrangement de son operon capsulaire. 

Comme decrit plus haut, I'operon de H. influenzae est divise en regions 

fonctionnellement distinctes, la region specifique au type capsulaire etant 

flanquee de regions communes a tous les serotypes [270]. Fait a noter. I'operon 

capsulaire de type b est duplique dans le genome, les duplicatats n'etant separes 

que par une copie unique du gene bexA (ce gene est irnplique dans I'exportation 

des polysacchandes) [281]. De plus. de chaque cbte des duplicatats d'operons. 

des sequences repWes sont presentes [282]. Si une recombinaison se produit 

au niveau des sequences repetees, une seule copie de I'operon capsulaire est 

alors retrouvee et le gene b e d  est perdu. empQchant I'exportation des sucres en 

surface et la formation de la capsule [281]. L'absence de capsule favoriserait 

I'adherence et I'invasion des cellules epitheliales [164]. D'un autre cbte, 

certaines souches les plus virulentes de t f .  influenzae type b possedent plus de 

deux repetitions de I'operon capsulaire, ce qui leur perrnet de surexprimer la 

capsule et d'augmenter leur survie dans I'hbte [282]. 11 a ete demontre que tes 

bacteries en phase stationnaire sont moins capsulees et plus adherentes que 

celles mieux capsul6es 12831. Cet effet est reduit lonque du magnesium est 



ajoute au milieu, pennettant une meilleure production de capsule par la bacterie 

et suggerant que la production de capsule peut &re modulee par la phase de 

croissance et les signaux environnementaux 12831. L'hypothese de diminution de 

capsule a aussi ete suggeree pour expiiquer l'adherence et I'invasion accrues de 

N. meningitidis non-capsulee a des cellules hurnaines [166]. La bacterie devient 

non-capsulee suite a I'inadivation reversible du gene de synthese de NANA 

(siaA), causee par I'excision d'une sequence d'insertion (IS13Ol) se retrouvant 

naturellement dans le genome de la bacterie 11661. Cependant. pour N. 

meningitidis, les signaux requis pour cette modulation d'expression capsulaire ne 

sont pas connus. 

Pour les SGB. un cadre de lecture ouvert, presentant des homologies 

avec des genes de la farnille LysR [284], a recemrnent W mis en evidence en 

amont de I'operon capsulaire (Fig. 3). Ces genes codent pour des regulateurs 

transcriptionnels possedant un domaine liant I'ADN [193]. Ils provoquent leur 

autoregulation en plus de reguler la transcription d'autres genes [285]. Bien que 

le rdle de ce gene n'ait pas encore ete demontre chez SGB. ce genre de gene 

est connu pour reguler la production des exopolysaccharides de Rhizobium 

meliloti [286] et du phytopathogene Pseudomonas solanaceam [287]. 

Les streptocoques du groupe A ont leur production de capsule controlee 

selon la phase de croissance, la capsule etant presente jusqu'au debut de la 

phase stationnaire [288]. 11 2 W etabli que le contrdle d'expression de I'operon 

has ("hyaluronic acid synthesis": la capsule de ces streptocoques est forrnee de 

ce sucre) s'effectue au niveau transcriptionnel. Les souches capsulees 

synthetisent un ARN messager (mRNA) de cet operon has alors qua les souches 

non-capsulees, tout en possWant toujours I'operon, ne synthaisent pas de 

mRNA. Cependant. aucun regulateur pres de I'operon n'a pu etre mis en 

evidence jusqu'a maintenant [288]. D'autre part. des produits de genes (cpsM et 

plpA) de I'operon capsulaire de S. pneumoniae type 3 repondraient aux signaux 

environnernentaux en augmentant I'expression de la capsule [I 811. 



3. La capsule de Streptococcus suis serotype 2 

Selon la definition donne a la section 2, la capsule de S. suis serait une 

capsule rigide integrale puisqu'elle exclut I'encre de Chine et se presente 

associee a la surface bacterienne 115, 1031. La capsule des souches de 

serotype 2 a une epaisseur variant de 70 a 100 nm lorsqu'elle est observee en 

microscopie electronique suite a une immunostabilisation [103]. L'epaisseur de 

la capsule ne semble pas reliee a la virulence des souches, observation deja 

faite par Clifton-Hadley et coll. [9]. puisque c'est le serotype 5 et non le serotype 

2 qui presente la capsule la plus epaisse (350-375 nm) [103]. D'un autre d t e ,  

I'epaisseur pourrait avoir un r6le a jouer si S. suis est capable de moduler 

I'expression de sa capsule comme chez d'autres batteries selon les conditions 

environnementales, celles employees pour la rnicroscopie electronique pouvant 

ne pas favoriser cette expression capsulaire. Des isolats de cas cliniques 

presentent une capsule plus epaisse que des isolats d'anirnaux sains [102]. Fait 

interessant, des souches de serotype 2 non-virulentes lors d'infections 

experirnentales chez la souris et le porc sont aussi capsulees [130. 2891. 11 a ete 

dernontre que I'epaisseur de la capsule varie in vitro selon le milieu de 

croissance utilise (la capsule etant plus epaisse apres croissance en milieu 

liquide que solide) et le temps d'incubation (plus de capsule etant presente apres 

6 h de croissance que 18 h) [290]. Par ailleurs, apres croissance in vivo dans 

des chambres intraperitoneales chez le rat, la capsule d'une souche virulente est 

plus epaisse que celle d'une souche non-virufente. suggerant que la virulence 

depend de la capacite de la souche a accroitre sa production de capsule in vivo 

[130]. Par contre. la capacite invasive accrue des souches de serotype 2 a ete 

suggeree comme etant liee a la composition plut6t qu'a I'epaisseur de la capsule. 

Comme rnentionne a la section 1.4.2. la capsule de S. suis serotype 2 possede 

de I'acide sialique [I 1, 1371. L'acide sialique a ete presente wmme facteur 

important dans la virulence de plusieurs pathogenes (Section 2.1.4.2). Le meme 

r6le a ete suggere pour I'acide sialique dans la capsule de S. suis serotype 2 

WI. 



3.1. Capsule de Streptococcus suis serotype 2 et adherence 

En 1992. Gottschalk et all. [291] produisent un mutant non-capsule par 

passages successifs dans un milieu contenant des anticorps anti-capsule. II 

manque cependant a ce mutant spontane non-capsule une proteine de 44 kDa 

presente chez la souche sauvage (Section 1.4.1 -9). L'absence de capsule chez 

le mutant augmente son hydrophobicite compare a la souche sauvage 12921. 

Cette caracteristique n'influence pas I'adherence du mutant et de la souche 

sauvage a des coupes congeles de poumons de porc [102]. Par contre, Salasia 

et coll. [292] montrent qu'elle affecterait I'adherence a des cellules epitheliales 

buccales humaines et a des macrophages de poumons de lapin; le mutant 

presente plus d'adherence que la souche sauvage. Gottschalk et coll. wncluent 

qu'il n'y a pas de lien entre I'adherence et I'hydrophobicite de la souche [I021 

alors que Salasia et coll. soutiennent que la capsule masque les structures de 

surface hydrophobes contribuant a I'adherence [292]. 

3.2. Capsule de Streptococcus suis serotype 2 et immunite non-specifique 

Tel que mentionne a la section 2.1.2, la liaison de MBP sur une bacteffe 

serait impliquee dans I'activation du complement de part son effet opsonisant. S. 

suis possede une capacite de liaison de MBP "intermediaire" (58.4 %), similaire 

a celle de E. coli K1 et S. pneumoniae, compare a une faible capacite de liaison 

de 21 -7% par les SGB. La liaison de MBP serait influencee par la presence de la 

capsule [I 731. 

L'interaction entre S. suis et les cellules phagocytaires a surtout ete 

etudiee avec les monocytes et les macrophages. Quelques etudes faites avec 

des polymorphonucleaires (PMN) ont demontre que les souches non-virulentes 

capsulees sont phagocytees en absence d'anticorps ou de complement. alors 

que les souches virulentes requierent la presence d'anticorps et de complement 

pour Btre phagocytees [293. 2941. Par contre. Quessy et coll. [I301 demontrent 

que des souches virulentes et non-virulentes sont tuees par les PMN en absence 

d'anticorps ou de complement apres croissance in vitro, mais que les souches 



virulentes resistent a I'elimination par les PMN apres croissance in vivo. Cette 

resistance serait reliee te une augmentation de I'epaisseur de la capsule des 

souches virulentes [I 301. 

Lorsque I'evolution d'une infection a bacteries causant la meningite est 

etudiee, les animaux infectees presentent souvent une forte bacteriemie [295, 

2961. Afin d'eviter cette bacteriemie, ies monocytes en circulation et les 

macrophages des organes filtrant le sang ont un r6le primordial a jouer dans 

I'elirnination des Sacteries. L'interaction S. suis-macrophages est donc 

importante, surtout qu'une multiplication bacterienne a ete observee dans des 

macrophages de porcs infectes. suggerant une capacite de survie intracellulaire 

[79]. Williams remarque que des macrophages peritoneaux de souris 

phagocytent de f a ~ o n  similaire (8.67 % phagocytose) des souches de S. suis 

type 2 capsulees virulentes et non-vinrlentes et ce, en absence d'anticorps et de 

complement [297]. Cependant. comme le temps des bacteries en presence des 

macrophages s'allonge, les souches virulentes augmentent leur nombre de 

bacteries intracellulaires alors que les souches non-virulentes presentent 

toujours le m&ne nombre, suggerant une meilleure survie pour les souches 

virulentes [297]. Les macrophages infectes avec les souches virulentes 

degenerent au fur et a mesure que le temps d'incubation augmente, laissant 

supposer que la division des bacteries pounait eventuellement mener a la lyse 

des rnacrophages. L'ajout d'anticorps et de complement apres la phagocytose 

des souches reduit la survie intracellulaire des souches virulentes au meme 

niveau que celle des non-virulentes. 

Toujours avec des macrophages peritoneaux de souris. Brazeau et coll. 

[298] retrouvent des pourcentages de phagocytose similaires a Williams avec 

des bacteries capsulees virulentes et non-virulentes. De son cete, Galina [299] 

obtient les memes pourcentages de phagocytose, cette fois avec des 

macrophages alveolaires de porc. Brazeau et coll. remarquent que la presence 

de serum. avec ou sans complement, augmente la phagocytose de toutes les 



souches etudiees. suggerant qu'un facteur du serum different du complement 

affecte la phagocytose [298]. Galina obtient aussi une augmentation de 

phagocytose en presence de serum hyperimmun mais avec un maximum de 27 

% de phagocytose seulement [299]. Les deux groupes de recherche observent 

que les souches virulentes suwivent mieux que les non-virulentes a I'interieur 

des phagocytes. L'ajout de serum diminue la survie 1298. 2991. Cependant, la 

survie des souches virulentes ne serait pas due a une plus grande synthese de 

I'enzyme superoxyde dismutase, implique dans la destruction des radicaux 

d'oxygene toxiques, comparee aux souches non-pathogenes [300]. D'autre part, 

Brazeau et coll. etudient I'effet de la capsule sur la phagocytose et la sunrie 

intracellulaire a I'aide de mutants non-capsules spontanes [298]. Ils demontrent 

que la souche non-capslrlee est beaucoup plus phagocytee que la souche 

sauvage et que sa survie intracellulaire est encore moins bonne que celles des 

souches non-virulentes capsulees [298]. Des resultats similaires sont obtenus 

avec ces mernes mutants par d'autres chercheurs 12921 ainsi qu'avec m e  

souche de seroype 1 [301]. Ces resultats suggerent que la capsule confere une 

capacite anti-phagocytaire a S. suis mais comrne les mutants etudies etaient des 

mutants spontanes. la possibilite que des facteurs autres que la capsule soient 

aussi impliques ne peut &re ecartee [298]. Entre autres. Mogollon et coil. [302] 

ont recherche la presence de proteines semblables a la proteine M des 

streptocoques du groupe A chez S. suis. Cette proteine est impliquee dans la 

resistance a la phagocytose de ce groupe de streptocoques [303]. Aucun gene 

presentant des homologies avec cette proteine n'a pu etre detecte chez S. suis. 

3.3. Capsule de S. suis serotype 2 et immunite specifique 

Des anticorps anti-capsule sont generalement protecteurs (Section 2.1.3). 

Concernant S. suis. Elliott et coll. [304] ont pu generer des anticorps anti-capsule 

de serotype 2. Malgre ie faible titre (c 1/6), ces anticorps etaient opsonisants 

dans un test bactericide mais leur rdie dans la protection n'a pas ete etudie 

D'un autre c6te. Holt et coll. [305) sugg6rent que des anticorps autres qu'anti- 

capsule sont requis pour la protection. Des porcs, imrnunises avec des batteries 



tuees a la chaleur mais etant toujours capsulees, nretaient pas proteges contre 

une dosedefi, alors que des bacteries capsulees tuees au forrnol induisaient une 

protection [3O5]. Par contre, la vaccination contre S. suis, utilisant 

majoritairement des vaccins autogenes, est peu efficace [I]. Holt et coll. [306] 

proposent la production d'anticorps contre des antigenes non-associes a la 

virulence, et Quessy et coll. [I301 suggerent que la capsule pourrait masquer des 

epitopes protecteurs, ce qui expliquerait le faible taux de reussite de la 

vaccination. Cependant, ces derniers ont utilise comme vaccin une souche non- 

virulente capsulee vivante qui, selon leur hypothese deja suggeree a la section 3, 

n'augrnenterait pas sa production de capsule in vivo etant une souche non- 

virulente. Fait interessant, les anticorps produits contre cette souche protegent 

contre une souche virulente qui elle, toujours selon leur hypothese, augmenterait 

I'epaisseur de sa capsule in vivo [130, 307. Ces derniers resultats indiquent que 

la capsule ne masquerait pas necessairement les epitopes protecteurs. 

En utilisant des mutants de serotype 112 sensibles a la chaleur, Kebede et 

coll. [308] demontrent que des anticorps produits contre ces mutants protegent 

des souris contre une infection au serotype 2. Comme les serotypes 2 et 112 

presentent des reactions croisees au niveau de la capsule, ces anticorps anti- 

capsule seraient protecteurs. D'un autre c6te. Gottschalk et coll. [291] montrent 

que des anticorps produits contre un mutant, partiellement capsule mais 

possedant la meme concentration d'acide sialique que la souche sauvage, sont 

partiellement protecteurs. D'ailleurs, une reponse humorale serait requise pour 

une protection contre S. suis puisque Holt et coll. 13061 demontrent que des 

anticorps, provenant de porcs immunises, conferent une protection passive a des 

porcs non-immunises. Le titre d'anticorps du serum utilise pour la protection 

passive serait important. Blouin et coll. [53] demontrent que des anticorps 

provenant cie porcs immunises avec un vaccin commercial, contenant des 

bacteries mortes, ne sont pas protecteurs pour des souris infectees avec une 

souche virulente, alors que ceux provenant de porcs hyperimmunises les 

protegent. Par contre, une reponse cellulaire pounait aussi &re necessaire car 



des injections d'interfeukine-lp et d'interleukine-2, en plus de la bacterie. 

conferent une protection accrue [309]. Cette protection est reliee a une 

augmentation du nombre de leucocytes et de cellules CD8+, en plus d'une 

augmentation de la production d'anticorps [309]. L'injection de batteries vivantes 

stimulerait aussi I'immunite cellulaire en agissant comme antigenes endogenes. 

par leur survie a I'interieur des phagocytes. pour les cellules cytotoxiques [307]. 

Finalernent. a I'aide d'un ELlSA utilisant la capsule purifiee de serotype 2 

comme antigene. del Campo Sepulveda et coll. [52] remarquent que des porcs 

proteges contre une infection au serotype 2 possedent tres peu d'anticorps anti- 

capsule. De plus, des porcs exempts d'organisme pathogene specifique (SPF) 

et des porcs infectes au serotype 2 presentent des titres d'anticorps anti-capsule 

similaires [52]. 
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Agglutination of Sbvptococcus sub by Sialic Acid-Binding Lectins 

Smpt~c0ccu.r suis is a major problem in pig production and 
is associated with many typcs of infections in pigs such as 
meningitis and arthritis as well as with human cases of menin- 
gitis and endocarditis (1, 10). To date. 35 capsular types of S. 
nrir have been dcscribcd. with capsular type 2 being most 
£requently isolated from diseased anirmls (10). It is known that 
types 1. 1R. and 2 possess apsules which are rich in N-acctyl- 
neuraminic acid (NeuSAc) (sialic acid) (4). The type of linkage 
of sialic acid in giycooonjugates a d  whether sialic acid com- 
pounds are present in other capsular rypcs of S. srris arc not 
k n m  Sialic acid has bcm proposed as an inhibitor of the alttr- 
native complement patfrway activation and. as a result. could 
protect a sialylated microorganism from phagocytosis (3). 

Biochemical tests specific for the measurement of sialic acid 
require several chemicals and are timeconsuming, relatively 
insensitive, and of low spefificity (20). b i n s  may be an easy 
and rapid alternative for identijing the p r w n a  of this sugar. 
In fact, leains have already been dcscriid as useful tools in 
clinical microbiology by Sliflrin and Doyle (19). h a i n s  are 
proteins or glycoproteins of nonimmune origin that agglutinate 
cells and/or precipitate complex carbohydrates (5). Some Icc- 
tins have been found to bind sialic acids (6. 11. 18). 

The aim of this work asas to study the agglutination patterns 
of all 35 S. ruir capsular-ryp reference suains as well as 45 
field strains of typc 2 with daerent sialic acid-binding Icctins. 

All S. suir strains werc kind& provided by Robert Higgins 
(Univenite de Montriai). In addition. an unencapsulated cap 
sular type 2 strain (MZ) and its parent strain 89-1591 were also 
tested (7). Cells were g m  overnight on bovine blood agar 
pIata at 37°C. and single colonies were used 3s inocula for 
Todd-Hewitt broths (Difco Laboratories, Detroit, Mich.) for 
aggiutination tests. 

The sialic acid-binding lectins used and their carbohydrate 
specificities are Listed in Table 1. Lectins SNA i (Sombucus 
nigm) and WGA (Tniinun miguns) and the Moockin omrunrris 
lcctin were extracted isolated by a n i c y  chromatography. and 
purified as dcsxibed previously (12). whereas the LimPrflovv 
and Hotnarur ammianus leclins w e n  purchased from Intcr- 
Medico (Markham. Canada). Solutions of I mum1 (-01) 
were prepared in phosphate-bubcmd d i n e  (PBS) (140 mM 
NaCl. 3 mM KCI. I5 mM IM2P0., 10 mM Na,HPO,, [pH 
7.41) (12). The L fhvlrs and H. Pmrriconw icctins were pm- 

pared io 50 m M  Trir-HQ (pH 75)-100 mM NaCI (15) and 50 
m M  Tris-HC1 (pH 7.7)-150 mM NaCI-I0 mM Caa= (9). re- 
spectively. AU lectins werc stored at - W C  until use and at P C  
once thawed 

The agglutination wsts were performed as previously de- 
s e n i d  with some modifications (12). Briefly. cells were grown 
in three no of M ml of Todd-Hmitt broth for 6 h at 37°C. 
CeUs were collected by centrifugation at 1JW x g for 10 min, 
washed and ruuspended in PBS- The absorbances of the sus- 
pensions were measured at 620 nm in a spenrophotometer. 
and the suspcnsio~ were conceavated to an A, eq of 5. One 
set of cells was left untreated. whereas different pretreatments 
were done to the other sets to inaease discrimination between 
isolates after lectin agglutination (13). To partially hydrolye 
ptoteoglycans and make more carbohydrate residues available 
for lectin binding (12). cells were incubated with 0.1 mg of 
vypsin per rnl (a2/vol) for 1 h at 3PC. washed in PBS. and 
rtsuspcaded in the appropriate buffers required by the differ- 
ent lectins. To degrade surface structures and dissolve more 
giycoconjugates from the cell wall (12). the suspensions were 
centrifuged, resuspended in 1 ml of 0.25 M glycine-HCl (pH 2). 
and placed in a boiling bath for 15 min. Agglutination assays 
were performed in glass cubes (12 by 75 mm) containing 10 4 
of lectin and 90 p.l of a cell suspension. A negative control was 
included for each strain by adding 10 pl of buffer instead of 
lectin solution. Tubes were left at room temperature for 1 h. 
and agglutination was -d visually. 

Untreated cells presented autoagglutination or extremely 
tine aggregates which prevented visualization of leain-medi- 
ated agglutination. Trypsin treatment resulted in aggregates 
too fiae to be visualized. On the other hand glycine treatment 
gave clearty didcrent patterns, i-e, fine versus coarse aggre- 
gates. The classification presented in this study is based on 
such glycine trcatmenl. Of the 35 capsular types. five strains 
reacted with h e  lcctin SNA I (Table 2); among these strains. 
the capsular typc 14 stnin was originally isolated in a case of 
human meningitis (8). One strain (capsular typ 15) aggluti- 
nated very wclkly with this lectin, The readon with SNA I 
indicates h t  the sialic acid linkage in these capsular typcs of 
S. nrif is probably NeuSAc-cr(Z6)GaWAc (18). In addition. 
three capsular types also agglutinated with the lectin WGA 
Tbe other lectins did not agglutinate any of the strains of the 
other capsular types. Interestingly, SNA 1 reacted with the 
reference srrain of capsular type 16 but not with that of cap- 
sular type 6. It is known that both aplu rypes share common 
cpitopcs in the capsule, and adsorkd sera should be used for 



their identification (8). It seems that sialic m-d epitopcs are not 
involved in this cross-reaction, and the lcctin agglutination test 
could therefore be utilired to rapidly distinguish the two types. 
In fact.. Doyk et al, (2) have already descriid the use of lectins 
to discriminate between members of the family Neisserbc~pc. 
However. more strains of the LWO types should be tested to gain 
more evidence. 

To confirm that agglutination was due to the binding of the 
lectins to sialic acid the test was repeated after treatment of 
bacteria with sialidax from Clomidiwn pclfivrge~s (Bochring- 
cr-Mannheim. Laval. Canada). After 6-h growh in Todd-He- 
witt broth. cells were centrifuged resuspended in a solution of 
0.6 U of sialidase per rnl of sodium acetate buffer (50 m M  
sodium acecate. 0.9% NaCI, 0.1% CaC& [pH 55)) .  a d  incu- 
bated at 3PC for 3 b. GUS were washed N r i a  in PBS and used 
for aggiutinadon assays m e  pfescnoc of the capsule after enzyme 
maunent was =died by previously dcscriid stmyping mcth- 
ods (10). After enzyme treatment, reaction between SNA I and 
strains of capsular types 2. 14. and 15 disappeared whereas it 
diminished with typa 1E. 1, and 16 (Table 2). The weak 
reaction observed with the latter capsular types after enzyme 
treatment was probably due to sugars daercnt from sialic acid 
since aeaunent with increasing concenuations of n'alidase (up 
to 3 Ulml) did not eliminate the reaction (results not shown). 

On the other hand. the reaction betwccn WGA and capsular 
rypes 1.C and 15 was slighdy d e a e d  or not dected st all by 
the enzyme treatment (Table 1). Since WGA did not recognize 
capsular rypes L 14, and 16, the reaction with capsular types 1. 
li2. and 15 was probably due to another type of carbohydrate. 
Although WGA exhibits specificity towards sialic acids. it binds 
preferentialiy to GIcNAc and its B(l.4)-linked oligomen (6). 
The weak interaction of WGA with sialic acids and GaINAc is 
based on their svuchlral similarities to GicNAc (17). In addi- 

TABLE L Agglu[inarion results for the reference anirrc of S. Nir 
with sialic acid-bmding leains before and alter siitljdau treatment 

- - - -  

' All orhcr capsular vcrc negative for dl II kctins. 
t s t i n r o & r I h u ! S N ~ I r n d W G ~ w u r a c p t i v c f o r 1 1 l I h c ~ y p c s  

Tbc number of pluses ;ndia[a ;be mhmc &gmc of durirutial R.crioa. -. 
n o  vis~blc yllutination rrwcion. 
*hi, not donc 

tion, it is pomblc that siaiidasc treatment partially aected 
the cubohydme moiety rcagnized by WGA and reduced its 
remion with the enzyme-mated capsular type 1 reference 
strain. 

Of tbc 45 field strains of capsular type 2, mat agglutinated 
only and strongfy with SNA I; onfy one strain gave fioe aggre- 
gates. Tht unencapsuiated s t n i n  M2 agglutinated vc y weakly 
with SNA I, wbcrcas its q c d a t t d  pvcnt saain showed a clear 
lad smmg agglutination Tbe weak rr;raion oha ind  with strain 
MZawldpossb3.kamiburcdmrcJidualapsuLrnuteriaL 

Overall, these experiments confirmed xbe presence of siaiic 
acid in capsular typcs 1, yX and 2. with a porublc NeuSAc- 
a(Z6)GalNAc sequence. In addition, they &owed hat die 
acid is also present in other apsular ryps. For apsular type Z 
strains, we arndrmed that the sialic acid moiety is present 
mainly in the capsule. F i .  agglutination studies with lccrins 
ut an easy and rapid way to identify the presence of sialic acid 
and could be a w f u l  tool to further study the role of siaiic acid 
in Lhe vituknce of S. nris. 
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Abstract 

S~reprococcur suis capsular type 1 has a capsule rich in sialic acid (NrtVX). Sidic acid. known to be an mtiphagocytic 
factor for many bacterial s p i e s .  inhibits the activation of the alternative complement pathway. The role of capsuIar NAVA 
in virulence. resismncr to pha_gocytosis and inmcellular survival of S. suis capsular type Z was evaluated. In general. a low 
concsntn~ion of NANA w x  observed for 311 the S. nris strains tested- In addition. no difference could be found in N.WA 
~oncenmtions between strains of different virulence degree,. Sialic acid concenmtion increased in the virulent strain 
59- 1591 and the avirulent strain 90-1330 after in vivo ,orowth with m increased C ~ P S U ~ Y  macerid thickness compared to 
prowth in viuo. No significant difference could be found in the phagocytosis m e  by porcine blood monocytes of either 
stnin and smin 59-1591 treated with sialidase or the sialic acid-binding lectin from Scunbucus nigra (SNA I). Inmcellulu 
sunival of swain 89- I59 1 decreased after treatments with siaiidase or lectin. becoming comparable to that of smin 90- 1330. 
Finally. no difference could be seen in virulence using a murine model. even if strain 89- 1591 was treated with the enzyme 
or rhe Iectin. Thus. NAVA does not seem to k a critical virulence factor for S. suis capsuIar type 1. 

Ktyrvc~rds: Srr~prococcus suic: Sialic acid: Capsule: Virulence: Phqocytosis 

1. Introduction zoonotic agent for meningitis and endocarditis (2.31. 
However. virulence factors of S. suis have not been 

cures or products. such as the capsule. fimbriae. 
extncellular and cell-wall-associated proteins. and 
hemolvsin. have been considered to be virulence 

. Comsponding author. ~ e i :  + I (5 14) 773 852 1 e x t  837.1; factors (7-91- Amone *em- the ~ o l ~ s a c c h d d i c  c a p  
Fa: + I ( 5  14) 778 8108; E-md: gactschrn@crc.urnoncre~I.c3 sule may play an imponant role since it has been 
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recognized as an important feature for successful 
invasion and disease production by many bacterial 
pathogens [LO. I 11. S. suh type 2 possesses a capsule 
composed of five sugars. the third most important 
being sialic acid (N-acetyl ntunminic acid. Neu5Ac 
or NASA)  [12]. Linle is known about the role of 
NANX in S. suis type 2. Recently. the type of 
linkage involving NANA in the capsule of S. suis 
type 2 has been identified as a possible 
NeuS Ada t.6)Gal/GalNAc sequence [ 131. Sialic 
acid is known to modulate tht activation of the 
aiternative complement pathway by increasing the 
affinity constant of C3b binding to factor H relative 
to factor B. thereby preventing bacterial phagocyto- 
sis by blocking the formation of C3 converrase 
C3bBb. and inhibiting further C3b deposition [13]. 
Sialic acid is involved in the virulence of many 
bacteria such as group B streptococci [15.16] and 
gonococci [17]. &ends and Zanen 12) have suggested - 
that the presence of NAiiA in the capsule of S. suis 
type 2 could be involved in the virulence of the 
bacteria. 

Although capsular N h i A  plays a well recognized 
role in the resistance to phagocytosis in other bacte- 
ria. similar functions in S. suis infections have not 
been studied. In fact the pathogenesis of S. suis 
infections seems to be different from that reported 
for other streptococci also responsible for meningitis. 
such as group B sveptococci and pneurnococci 
[ 1 5.1 81. For these pathogens. the capsule seems to 
play an important antiphagocytic role. In the case of 
S. suis, there are some reports which indicated that 
both well encapsulated vinrlent and avirulent isolates 
were easily phagocytosed by m u r k  macrophages in 
absence of antibodies and/or complement but only 
virulent isolates survived within phagosomes (6.191. 

The aim of this study was to evaluate the role of 
capsular sialic acid in virulence. resistance to phag* 
cytosis and inmcellular survival of S. suis capsular 
type 2. 

2. Materials and metbods 

2. I .  Bacrerial strains and growth conditions 

Six different capsular type 2 isolates and the 
reference strain (R735. 1. Henrichsen. Statens Seru- 

minstitute. Copenhagen. Denmark) used in this study 
came from our collsction. In addition. an uncncapsu- 
lated avirulent strain. M2. derived from strain 89- 
1591. was also used (20). The strains were chosen 
according to their different degree of virulence in 
both mice and pigs (R735. 89- 159 1. 89-999. JL 590. 
LLM-90-559. highly virulent; 90-1330. 089 1. TD 10. 
avinrlenr) [4]. Stnin TD 10 was kindly provided by 
Dr. T. Alexander (University of Cambridge. UK). 
Cells were yown overnight on bovine blood agar 
plates at 3PC and single colonies were used as 
inocula for Todd-Hewict broths (THB; Difco Labon- 
tories. Detroit, MI). 

2.2. Sialic acid concenrrarion detenninurion 

Sialic acid concentntion was determined using 
the thiobarbituric acid method of Wmn-Arninoff 
[21]. Sialic acid exmction was done as follows, 
Cells were grown in THB for 6 h at 37°C and 
cenuifuged at 1300 X g for LO min. Absorbances of 
the suspensions were measured at 550 nm and sus- 
pensions concentrated to an A,,-equivalent of 5 in 
phosphate-buffered saline (PBS: 1 4 0  mM NaCI. 3 
mM KCI. 1.5 clLM KHIP04. 10 mM Na,HPO,. pH 
7-41. Cells were Iyophilized and hydrolysis in hot 
acid (0.1 M H,SO,, 80°C. 1 h) was performed on 
lyophilized cells (20 mg mi-') to release NttVX. 
IV-acetylneunminic acid was used as a standard 
(Sigma Chemicals. St. Louis. MO). Sialic acid con- 
centrations were measured in at least three indepen- 
dent experiments. 

2.3. Sialidczse treatment 

Sialidase fmm Clostridium pefingens (Boch- 
ringer-Mannheim. Laval. Qut5btt. Canada) was used 
at a concentration of 0.6 U ml-' sodium acetate 
buffer pH 5.5. where one unit liberates 1.0 pmol of 
NANA per min at pH 5.0 at 37°C. Tnarnent was 
performed as previously described [22). Briefly. strain 
89-1591 grown for 6 h (4 X 10' colony forming 
units (cfu) ml" was centrifuged and suspended in 
the enzyme solution prewarmed to 37°C. Cells were 
incubated for 3 h at 37°C and washed twice in PBS 
to remove free NANA. 
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2.4. Treurmenr with Iecrin I from Sambucus nigra 

Lectin SNA I from the elderberry Sumbucus nigra 
recognizes S. suis type 2 NANA [13] and was kindly 
provided by Dr. Jan T.C. Kellens (University of 
Maastricht. the Netherlands). Strain 89-1 59 1 from a 
6-h broth was centrifuged. suspended in a I mg ml- ' 
solution of SNA I diluted 1/50 in PBS (final con- 
centration of 20 kg ml-' ) such as to obtain minimal 
visual agglutination reactions. and left to incubate for 
1 h at room temperature. Cells were then washed to 
remove unbound lectin and suspended in PBS. 

Diffusion chambers were prepared using a modi- 
fied methodology already described (231. Ten-rnl 
polypropylene syringe barrels were cut to have inter- 
nal volumes of 6 ml. Filters of 0.22 pm. cut to the 
diameter of the syringes. were fixed to each end by 
melting the barrel on a hot knife. Syringes were 
punctured using a heated 20-G needle. Chambers 
were then autoclaved. A virulent (89- 159 1 ) and an 
acirulent (90- 1330) srnin was chosen for these ex- 
periments. Cells grown for 6 h in THB were cen- 
trifuged and suspended in sterile PBS to an A,, of 
0.4. corresponding to 2-4 X 10' cfu ml- '. Four 
milliliters of the bacterial suspension were injected 
in each chamber and the holes closed with a hot 
$ass rod. A tmd of eight chambers per pig were 
prepared. Specific pathogen free piglets (born from 
hysterectomy-derived sows) aged between 5 and 10 
weeks were used. These animals were kept in hish- 
security b m s  until the sacrifices and were free of S. 
suis. Two pigs per strain were used each time. Pigs 
were anesthetized with Suesnil (2  mg kg-') by 
inmmuscular route and with Hypnodil(10 rng kg-' 
(Janssen Laboratories. Belgium) by innperitoneal 
route. A laparotomy was performed to install the 
chambers in the peritoneal cavity. The peritoneum 
and the skin were sewed independently with suture 
thread PDS I1 36 mm- 1 /Z c. 70 cm (Ethicon. France). 
Chambers were left to incubate for 16- 18 h. The 
pigs were then sacrificed by exsanguination and the 
peritoneal cavity opened to retrieve the chambers. 
Chambers were washed thoroughly with sterile saline 
and the suspension retrieved with a sterile needle and 

syringe. CelIs were centrifuged and suspended in 
PBS until used. 

Monocytes from pig blood were used in this assay 
and isolated using modified methods previously de- 
scribed [24.3]. Fresh heparinized pig blood was 
diluted i:  t with sterile Hank's Balanced Saline Soiu- 
tion (HBSS. Gibco. Burlington. Canada). mixed with 
6 4  (w/v) dexuan (in HBSS) in a 2 1  ratio and left 
to incubate for I h at 4°C. The supernatant was then 
removed. centrifuged at 400 X g. 15 min. 4°C and 
cells washed with HBSS. Monocytes were then iso- 
lated in a Percoll (Pharmacia. Uppsala, Sweden) 
gradient. prepared from isotonic and Percoll stock 
solutions as already described [25]. Cell purity was 
determined by a non-specific estense staining and 
was more than 80%. Cell viability was more than 
99% as determined by Trypan blue exclusion. The 
cell concentration was then adjusted to 1 x lo6 
monocytes ml- ' lscove medium (Gibco. Burlington. 
Canada) supplemented with 1 0 9  heat-inactivated fe- 
tal bovine serum (FBS). Cells were distributed in 
I-ml volumes in wells of a %-well plate containing 
sterile microscope cover slips. Monocytes were left 
to incubate for 1 h at 37°C. 5% CO, to permit 
adhesion, washed three times with HBSS and reincu- 
bated in Iscove medium plus 10% FBS until use. 
Cells from the chambers or cells grown overnight in 
THB were used in this assay. To observe the effect 
on complement activation. cells grown in vivo were 
opsonized naturally in the peritoneal cavity of the 
pigs whereas cells grown in THB were opsonized 
with 5 8  fresh pig serum before the phagocytic as- 
say. The assay was performed as already described 
[ 191 with some modifications. Opsonized bacteria 
were diluted in Iscove medium plus 10% FBS to a 
concentration of 5 x lo6 cells mi-' and added to the 
monocytes for a final ratio of five bacteria for one 
monocyte. Phagocytosis was left to proceed for 3 h 
at 37°C. 5% CO,. After incubation. the medium was 
removed and phagocytic cells with engulfed bacteria 
were stained with acridine orange (Sigma Chemicals. 
St, Louis. MO: 0.0144%. w/v. in HBSS) for 45 s 
and countentained with crystal violet (Sigma Chemi- 
cals. St. Louis. MO; 0.12 rnM in 0.15 M NaCI) for 



45 s to quench fluorescence of bacteria external to 
phagocytes. Viable bacteria fluoresced green whereas 
dead ones were red under ultraviolet light [26]. Cal- 
culations were made as follows: 

Percentage of phagocytosis 

- number of monocytes that phagocyted bacteria 
- 

200 monoc ytes 

x 100 
Percentage of survival 

- number of viable bacteria in 30 monocytes 
- 

total number of bacteria in these 30 monocy tes 

2.7. Elecrron microscopy of S. suis grown in cico 
and in L-irro 

Bacteria retrieved from diffusion chambers or 
from THB were prepared in order to stabilize the 
capsule [B]. Briefly. cells were fixed in 5 9  (w/v) 
glutxaldehyde in cacodylate buffer for 2 h at room 
temperature. All the following solutions until acetone 
washing contained 0.05% (w/v) ruthenium red with- 
out antibodies. Fixed bacteria were then suspended 
in cacodylate buffer containing I rng ml-' of p l y -  
cationic femtin (Sigma Chemical) and incubated for 
30 min at room temperature. The reaction was slowed 
by ten-fold dilution with buffer. cells centrifuged and 
washed three times in the same buffer. Bacteria were 
immobilized in 4 9  (w/v) agar. washed five times in 
buffer and postfixed with 2% (v/v) osmium teuox- 
ide for 2 h. Cetls were washed again as above and 
dehydrated in a gnded series of acetone washes. 
Samples were washed twice in pmpylene oxide and 
embedded in Spum low-viscosity resin. Thin sections 
were finally post-stained with uranyl acetate and lead 
citrate and examined with an electron microscope 
(Phillips 201) at an accelerating voltage of 60 kV. A 
total of 20 to 25 capsular material thickness mea- 
surements were ma& on different cells of each strain 
grown under different conditions. 

2.8. Ecaluarion of the cinilence 

Virulence of strain 89- 159 1 untreated. sialidase- 
treated and SNA I-mated was assessed using a 

murine model already described with some modifica- 
tions (271. Briefly. three sets of cells were grown in 
THB + 10% FBS to an A,, of 0.4. The dose of 
bacteria injected was increased from lo7 cfu ml" to 
lo8 cfu ml-' to prevent false negative reactions i-e. 
too few bacteria One set was left untreated another 
set was treated with SNA I lectin and suspended in 
PBS supplemented with 10% FBS and the last set 
was treated with sialidase. concentrated ten times to 
compensate for the loss in viability and also sus- 
pended in PBS t 108 FBS. One milliliter of the 
suspensions was injected intnperitoneally to three 
groups of five 28-day-old BALB/c mice and mortal- - 
ity was monitored twice a day for 48 h. .Mice were 
handled according to the 'Guide to the Care and Use 
of Experimental Animals' from the Canadian Coun- 
cil on Animal Care. Viable counts were done on 
each suspension. 

2.9. Staristics 

Data were analyzed by Student's unpaired r-test 
(two-tailed) [XI. 

3. Results 

3. I .  Sialic acid concentrations 

Of the nine strains tested after in vitro growth, 
only the unencapsulated strain M2 possessed a re- 
markable difference in its NANA concentration ( < I 
)rg mg" of cells: P < 0.05) (Table 1). All other 
strains had similar NANA concenmtions without 
significant differences between strains of different 
virulence degrees ( P > 0.05). Strains 89- I59 1 and 
90- 1330 had the highest N A i A  concentration. even 
though their virulence differed. After in vivo growth 
in diffusion chambers. an increase in NANA concen- 
tration could be observed in both strains 89- I59 1 and 
90- 1330 ( P < 0.05)- No significant difference in 
NANA concenuation between both strains grown in 
vivo could be seen ( P  > 0.05). On ttK other hand, 
strain 89- 1 59 1 treated with sialidase had little NANA 
left but NANA could be found in the supernatant 
after the treatment (results not shown). 



Table 1 
Sialic acid concenCraKions of  SWCPIOCMCUS suis c;rpsuhr type 2 
smtns  grown under in v i m  and in vivo conditions 

Table 3 
Evaluation o f  rhe virulence of  strain 89-1591 u n t r c a t d  sididasc- 
mlcd and lecrin-mted wirh a munnc madel of infection 

Sialic acid conccnajt im ( r g  mg-' of cells) 
of  S. suis Jfvr grouth (n + 3) 

In vivo. mcyl i S.D. 

ND 
6.39 10.45 
ND 
ND 
sm 
6.6 1 + 2.17 ' 
ha 
m 
h i  

S.D.. standard deviations: ND. not done: V. virulent: .4. a v i m l e n ~  
' Stgntficant difference c o r n p a d  to rhc same strain -mwn in 
vitro. P c 0.05. 
~ n c n c a p s u i a t e d  stnin. 

Onl) stmin with 3 significmt diffcrrncc in ShVA concentration 
iomparcd to the orher strains -gown in v i m .  P < 0.05. 

3.2. Efiecr of absence or blocking of LVAYA on 
plragocyrosis and sumiral 

Table 2 presents results of 3 h of phagocytosis 
after in vivo and in viuo growth. with or without 
enzyme or lectin ueaunents. Phagocytosis was simi- 
lar for both virulent and zlvirulent strains, regardless 
of growth conditions ( P  > 0.05). Enzyme or lectin 
treatments did not affect phagocytosis. except for 
lectin-treated 89-1591 after in vivo growth which 
showed a slight increase in phagocytosis although it 

Table 2 

Trrauncnt No. o f  d d  Viabk counts 
rnice(n*15) ( c f u x 1 O 8 m l - ' 1  

8 9 - 1 5 9 1 ~ 1 1 m ~ ~ d  12 3.3 =OJ 
89-1391 AX 13 ' 1.2 r 0.5 
89-1591 SNA 13 4.4 = 0.2 

.a. sialidssc: S X i t  SNA I lectin. 
So significant difference wirh 89-1591 untmwd.  P > 0.05. 

was not significant ( P  > 0.05). Absence of capsule 
in strain M2 caused an increase in phrtgocytosis 
(63 + 3 9 .  P < 0.05: results not shown). After 3 h. 
survival was more affected for the avimlrnt stnin 
90- 1330 in both growth conditions compared to the 
virulent stnin 89- 159 1 ( P C 0.05). On the other 
hand. after sialidase and lcctin treatments. the degree 
of survival decreased for 89- 159 I. becoming compa- 
n b l s  to the avirulent strain ( P  > 0.05). 

3.3. Eflecr of in rice grots~h on caps~~iur material 
titichess 

After in viuo growth. a similar capsular material 
thickness was observed for both the virulent 59- 159 1 
and the avirulent 90- 1330 strains (Fig. I). However. 
after in vivo growth. both strains have a thicker 
capsule compared to growth in fabontory media. 
Thickness of capsular material for 89-1591 and 90- 
1330 after in viuo growth ranged between 70-75 
nm. and 60-80 om. respectively. On the other hand. 

Percentages of phagocytosis and intncellulu survival of S~reprococcus suis capsular type 2 strains 90- 1330. 89- 159 1. sialidu-treated 
59- 159 1 and Icctin-treated 89- 159 1 after in v i m  and in vivo growth and left in presence of porcine rnonocyres for 3 h 

S n i n  Ph~gocyrosis (5%) after p w h  Survival (5) Jftm p u t h  

.Mean 2 S.D- (n  3 3) Mean S.D. (n = 3) 

In v i m  In vivo In v i m  In vivo 

90- 1330 23 f 3 29 5 4 23 2 4  3 0 5 5  
89- 159 1 29  1 29 5 I 42 2 6 4 0 = 5  
8 9 - 1 5 9 1 A ~ ~  U ) k 9  24 k 4 $ 0 2 9 '  2 1 ~ 6 '  
89-1591SNA 37 * 8 502 19 3 1 k 8 '  

S.D.. s m M  deviadons: Asc. sididuc: SNA. SNA 1 Icctin. 
' No significant difference k w e c n  strains. regardless of growth conditions a matmenu.  P > 0.05. 

Significant difference with 89- 1591 u n m a l c d  P < 0.05. 
No slgnificmt difference with 90-1330. P > 0.05. 
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Fig. I .  Tnnsmision clcctron micrognphs of thin sections of Strt.prococcus srrrs capsular type 2 labeled wirh polyc3rionic femrin. (A )  
Viruknt i tn in  89-1591 ;md (B) avirulent strain 90-1 330 _grown overnight in THB. ( C )  Strain 89-1591 and (D) smin 90-1330 p w n  
overnight in pig intmpcritoned chambers. Bars represent 100 nm. 

in vivo growth gave capsules of 80- 135 nm and and non-treated cells. Integrity of capsular material 
95- 150 nrn for 89- 159 1 and 90- 1330. respectively. was not affected by the treatment as shown by 

serotyping and electron microscopy (results not 
3.4. Effect of absence or blocking of NANA on shown). No difference was observed in the mortality 
rirtdmce of the three ,mups of mice regardless of the treat- 

ments. Untreated. sididase-treated and lectin-treated 
Enzyme treatment decreased the viability by one bacteria all killed twelve to thirteen mice out of 

Log when colony counts were compared for treated fifteen (Table 3). In addition. clinical signs appeared 



simultaneously a few hours after infection in the 
three groups of animals. No mortality or  clinical 
signs were observed with mice inoculated with the 
avirulent unencapsulated strain M2 or with the aviru- 
lent lectin-treated stnin 90-1 330 (results not shown). 

4. Discussion 

Sialic acid does not seem to be a critical virulence 
factor for S. suis capsular type 2 since all suains 
rested possess a similar concenuation of SAX4 in 
heir capsule. regardless of their virulence. The pres- 
ence of N.UJ.4 in the capsule of S. suis type 2 is 
confirmed by the fact that little NASA could be 
found in the unencapsulated suain LMZ. the weak 
reaction being probably due to residual capsular 
material. Compared to our results. NANA concentra- 
tion in S. silis is one and a half time less than that 
found in the least virulent strains of group B strepto- 
cocci ( G B S )  and four times less than that in the most 
virulent GBS stnins [29]. This difference in NANX 
concentration between the two groups of strepto- 
cocci. and the difference in the pathogenesis of the 
infections proposed for both bacterial species 
[ 15.16.3 51. may explain why NXKA has a pathogenic 
role in GBS but not in S. suis. 

Some virulence factors are not synthesized when 
bacteria are grown in labontory media and are only 
expressed under in vivo conditions [30]. In addition. 
i t  was shown that capsuIar NXNA concentration 
increased after growth of group B streptococci in 
human serum [31]. To examine such effects on 5. 
siris type 2. inuaperitoneal chambers were used to 
?row bacteria in vivo. Sialic acid concentration as 
well as capsular material thickness increased after in 
vivo growth for both virulent and avirulent stnins. It 
is possible that the increase in NANA is only due to 
an increase of capsular material. Another possibility 
for the increase in N A i A  concentration could in- 
volve adhesion of sialated host proteins to bacterial 
cells. I t  is known that some strains of S. suis recog- 
nize NAVA [32]. Thus. it is possible that this sugar- 
specific binding activity was invohed during in vivo 
growth. causing the bacteria to adsorb N h i A  from 
the host. However. additional experiments need to be 
done to test this eventuality. In previous experi- 
ments. it was shown that only the virulent smin had 

an increase in capsular material thickness after in 
vivo growth in n t  intraperitoneal diffusion chambers 
[33]. Our results indicated that +mowth in the natural 
host may have an effect on both strains regardless of 
the virulence degree-   more over. it was reported that 
no correlation between capsule thickness and viru- 
lence can be made [31]. The capsule thickness after 
in viuo growth of the smins tested in this study are 
similar to that previously obtained with capsular type 
2 reference strain fSj. 

Porcine monocytes instead of neutrophiis were 
chosen since these phagocytes have the most impor- 
tant roie in the pathogenesis of S. suis infection. 
Among others. Williams and Blakemore [35] pro- 
posed that S. siris enters the circulation from tonsils. 
is taken up by monocytes and transported to the 
cerebrospinal fluid via the choroid plexus. Our per- 
centages of phagocytosis of virulent and avirulent S. 
siris stnins. obtained with porcine monocytes. were 
similar to those previously obtained with murinc 
macrophages [6.19]. and this regardless of the growth 
conditions. Even though the concentration of X.WA 
doubles after in vivo growth of 89-1591. no differ- 
ence was found after 3 h in the phagocytosis of this 
strain after in vivo or in vitro growth. indicating that 
complement activation does not seem to be affected 
by the presence of NXNA. This confirms data indi- 
cating that complement does not seem to play an 
important role in phagocytosis of S. sicis [19]. The 
slight increase in phagXytosis n t e  for Iectin-treated 
89- 159 1 after in vivo growth could be due to micro- 
agglutinations produced by the lectin. causing bacte- 
ria to clump and facilitating ingestion by monocytes. 
On the other hand. a difference between the two 
stnins differing in virulence was seen in intncellular 
survival which was cgreater for the untreated strain 
89-159 1 than that of the avirulent 90-1330. These 
results confirm those reporting that both virulent and 
avirulent stnins are phagocytosed with the virulent 
stnins surviving more easily inside macrophages 
[6.19]. Survival rate decreased for the virulent strain 
after sialidase or lectin treatments reaching the sur- 
vival level of the avirulent 90-1330. It is possible 
that factors other than NANA are modified after 
enzyme or lectin treatments. which may affect the 
inmcellular fate of S. suis. However. other experi- 
ments need to be done to confirm this possibility. 

It was shown that treatment with sialidase did not 
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affect the virulence of S. suis. It could be thought 
that sialidase-treated bacteria had time to replicate 
inside mice and regain their N A i A  moiety causing 
bacteria to be more virulent, However. clinical signs 
appeared within a few hours after infection for all 
groups of mice. It was shown with p u p  6 strept* 
cocci that sialidase treatment of virulent stnins ren- 
dered them less virulent to nu. indicating that 
N A i ' A - f r e e  cells were desuoyed more exiily than 
cells with N M A  [22]. 

Despite our results. a possible. indirect role for 
sialic acid in virulence cannot be ruled out. In fact. 
NAYA could have a role in mimicry to evade host 
responses. It was demonstrated that no anti-capsular 
antibodies could be found in convdescent animals 
experimentally infected and extremely ill with S. 
suis type 2 (361. These findings could enhance the 
possibility that the capsular NAN.+ may be involved 
in the  protection of the bacteria against the host's 
immune system. Some workers have suggested that 
S.W.4 may mask epitopes of protective antibodies 
[ X I .  

In conclusion. sialic acid does not seem to be 
critical in the vimlence of S. suis type 2 since all 
strains tested had the same low sialic acid concenm- 
tion regardless of their virulence. In addition. block- 
ing or enzymatic removal of sialic acid does not 
seem to influence the virulence or phngocytosis of 
the strain used. 
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Streptococclts suis is responsible for a wide variery of 
porcine disease syndromes, such as meningitis, sep- 
tiuernia, arthritis and endocardiris (Higgins k 
Gottschalk, 1998). It is also recognized as a human 
parhogen, causing mainly meningitis (with d u h a s  as a 
common sequela) and endocarditis (Walsh et al., 1992; 
Arends & Zantn, 1988; Trorrier rt al., 1991). To  date, 
35 serorypes of S. suis have been described, with strocype 
2 being the most frequently isolated from disused 
animals (Higgins & Conschalk, 1996). Knowledge on 
virulence factors of S. suis is limited. Several virulence 
factor candidates have been proposed. These include the 
polysaccharide capsule, cell-wall and utractllular 
proteins, including muramidare-released protein 

(htRP), extracellular factor (EF) and adhains, and a 
haemolysin (GottxhaUc et al., 1995; Jacobs rt al., 1994; 
Ttkkanen et al., 1996; Vtcht et a!., 1991). Recent studies 
have shown that S. suis mutants which produce neither 
MRP nor EF are as virulent as the wild-type main 
(Smith n al., 1996). I t  has been suggested that these 
proteins could be used as virulence markers for 
European strains. On the other hand, most field strains 
isolated in Gnada do not produce rhcse proteins and/or 
the haemolysin (Gonschalk n al., 1998). 

Alchough the polysaccharide capsule of S. suis serovpe 
2, which contains, among other sugars, a sialic acld 
moiety (Elliott & Tai, 1978; Kaaumi ct al., 19%). has 
beem identified as a potential virulence h a o r ,  its role in 
the pathogenesis of the infection can be considered 
controversia!. It has been shown that, with some 
exceptions (Ellion et al., 1980), both virulent and 
avirulent strains ar t  encapsulated and are similarly 
phagocytod by macrophages, and that the capsule of 
an a v i ~ l e n t  strain does not appear to  aid inrncellular 
survival (Brazau n al., 1996; Williams, 1990). In 
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addition, sialic a d d  does no t  scan t o  k critical for 
virulcncc, since all field strains of S. suis serotype 2 
rested had the same low sialic acid c o n c c n a t i o n  
regardless of their virulence, and blocking or enzymic 
removal of this sugar did n o t  influence phagocytosis 
rates and virulence of a virulent strain (Charland ct d., 
1996). O n  the orha hand, a spontaneous unenapsulatcd 
rnucanr, obtained horn a virulent strain by serial 
passages in presence of anti-capsular antibodies, was 
shown t o  be avirulax in mice ( G o d a l k  n ol, 1992) 
and highly phagocytoscd (Brazau er al., 1996 ; S a k i ?  n 
a!., 1995). However, this rnutrnt also lacked, a t  least, a 
44 k D a  cell-wall protein. The daim that the presence of 
a capsule is required for v i r d m c t  awaited testing with 
isogcnic mutants. 

Transposon mutagenesis is a powcrful tool used t o  
evaluate the involvement o f  specific factors in the 
pathogenesis of sueptococci ( G p a r o n  k Scon, 1991). It 
has successfully btcn uscd to produce unencapsulated 
mutants of group B srrcptococci (Rubens et of., 1987). 
This  paper describes the production a n d  charac- 
terization o f  S. suis serocypc 2 mutants def iaenr  in the 
expression of the polysaccharide capsule obtained using 
the self-coniugxive aansposon Tn916. 

Bacterial strain, and ~utture conditions. The well-cncap- 
sulatcd S. suis scrorype2 reference s m i n  5735 (kindly provided 
by Dr J. Henrichsen. S u t m  Scrumlnsrirut, Copenhagen, 
Denmark) was used as the recipient -in for uansposon 
mutagenais- This nnin,  which is susceptibIe to both tetra- 
cycline and meptomycin, was rendered resistant to rhe laner 
by serial passages in Todd-Hcuvitt broth (THB; Difco) 
conraining incrasing rtreprornycin concmmrions and was 
named S35-SM. Eztmocorcus faccalis CG 1 LO (kindly s u p  
plied by Dr C. E. Rubens. Children's Hospiul and Medical 
Ccnrer, h r d e .  WA, USA), which contains Tn916, a 18 kb 
transposon encoding trmcycline ra isunce (Cawron-Burke 
& Clewell, 1981). was uscd as the donor strain and grown in 
THB containing IOrg tcmcydine ml-I. &cbericbia coli 
CCEO (luridly provided by Dr D. 5- UecweII. University of 
Michigan, AM Arbor. MI. USA). possessing plasmid p A h 4 W  
encoding ampidllm rcsisrancc and containing Tn916 
(Gawron-Burke k Ctcwcll, 1984). was grown in THB with 
10 tetracycline and 50 rg ampicillin ml-'. and was d for 
probe preparation. 

Tmnlporon mu0g.nrrk Plate mating betwear the two 
strains was done by she method of C p a r o u  k Scon (191) 
with the n r io  of donor to recipient changed t o  1 : 100. Bricfly. 
Entcrococcus fmulis CCIIO, in 5 rnl THB conuining 10 
rcrracycline mi". and S. suis St3S-SM. in IW ml THB 
suppkmcnted with 2 g yeat urtact I-'. were grown overnight 
at 37 OC. Both suspensions wcre cmrrifuged, washed three 
t ima.  rauspcndd in T H B  and main 935-SM mixed with 
CGZIO. Spon of the mixed suspension were plated onto 
bovine blood agar plates and left to incubate overnight at 
37 O C  Growth was retrieved by washing the phtcr wirh PBS 
(1JOmU NaU, 3 mM KCI. 10 mM N a P O , ,  1-5 mhi 
KHSO,, pH 7-41. The suspension w u  ccnmfuged, resw- 
pended m PELS and plated onto Todd-Hewitt agar (THAI 
plates containing 800 streptomycin ml" and 10 ly tetra- 
cycline rnl". Plates were incubated for 2636 b a t  37 O C  and 

m n s c o n i u m t r  tmmfcrtrd on new selective plates. Con- 
jugation frequency was dculared by dividing the number of 
Tn9tbcontlining colonia rcsisunt to both s ~ t o m y c i n  and 
ratlcycline by the tou l  number of potcncial recipient colonia 
miscant only to streptomycin. 

d 7. Scmning was done by colony 
doc ot cramconlugants u drrcribcd by Rioux ct d. (1991) 
using a monoclonal antibody, mAb 23. specific for a serotype 
2 sialic-acid-containing capsular epicope (Charland et d, 
l997). Failure of colonies to react with mAb 23 could be due 
atha to the absence of sialic acid or to the absence of a11 
capsular polysacfiuidu. 

h.ewnion of -8igmblrklkd T a l c  pmk md DNA- 
DNA - Total cellular DNA was first rsoiatcd by 
the method of Sambrook n d. ('1989)- T o  perfom huthun 
bloc DNA43N-4 hybridkcion anaIysis (Nizcr cr al., 19%). a 
Tn916 prok hbelled wirh digoxigmtn (DIG) was prepared 
using the Boehringa Mannheim DIG DNA labelling and 
detection kit, The EcoRI fragment of plasmid pAME0 
containing Ta916 was isolated from low--meitrng-point 
agarosc as described by Sambrook et al. (1989). The DIC- 
labelled Tn916 ustd to p r o k  &oRl and Sal digests of 
wholeccll DNA as described by the manufacrurer. 

@iochmio~ idrntificnim of mutants. rClutants were confirmed 
biochemidy t o  k S. sat13 by standard identifiacion tech- 
niques (Siiggins & Gonschalk, 1990). 

hoddm of hrrmdyrin. MRP and EF. Production of haernolyrin 
was tated as dexnbed previously (Gotrschalk ct al., 19951. 
Produoion of hlRP and EF was tated as described by Vecht 
ct d. (1991). 

Sirlic wid d.c.nnirution trm. An agghunanon t a t  wirh a shlic- 
acid-binding 1- from Sumbucus mpa. SSA I. known to 
m c t  with the rialic acid moiety of S. surs seror)pe 2 capsule 
(Garland et d-. 1995). was used as a screening t a r  to idenrif\. 
capsule defiaenr mutznts- Presence of N-ac~lneurarnin~c 
acid (NANA) was shown by coarse aggregates. Absence of 
NASA war conlinncd by the thiobarbrrunc acid assa?. 
(Warren, 1963). 

w i n g  of muurm Sctocyping was carried out by three 
d i f f u e n f i c ~ h n i ~ u a .  Coag%&m&on, apillary preci&tion 
and caosular reacrion t c ~ ~ s  utilized specific woe 2 antiserum as 

f r n a i P i o r t  w o n  microscopy. Transmission electron mi- 
croscopy after immunostabiliurion was umd out as  de- 
scribed by Jacques ct d. (1990)- Briefly. wild-type as we11 a5 
mutant mains wcre mixed with specific cype 2 antirerum or  
with normal serum u a negativecontrol. 3actccial suspensions 
were adjusted to OD, 1-8 and exposed to undiluted 
polyclonal or n o r n l  sera for 1 h at 4 "C Bacterial cells were 
&en surpuldcd in Ol .M acodylate buffer. pH 7-0. containing 
570 (v/v) glutaraldehydc and @IS% (w/v) ruthenium red. 
Fixation was fo r  2 h a t  20 'C Gl l s  were chcn immobdired in 
4?'0 (w/v) agar. washed five cima in ucodyhtc buffer plus 
005 % ruthenium red. and por~6~ed with L (v/v) osmium 
tttroxide for 2 h. Samples were washed as above and 
dehydrated in a graded series of acetone washes containing 
005% ruthenium red. Specimens wen then washed twice in 
propylcne oxide and anbebled in Spurr low-viscosity ruin- 
Thin d o n s  w m  posarained with uranyi amate  and l a d  
atrace and a s m i n e d  with an eIecuon microscope (Philips 
201) at m accclcracing voltage of 60 kV. 



S. sujs scfotypc 2 apsu l t r  mutants 

Hydrophobicity test Hydrophobiaf Was mcuured using the n- 
huudeclne method ( R m b e z g .  DM). 
Ph.gocytic assays Pbgacyric cells were mricvcd horn the 
pentonal cavity of mice or horn pig blood and kfi to adhere 
on microscope slides as described by Brueru n uf. (1996) and 
Charland er d. (1996). Baneria were added to a ratio of 10 
bacteria to 1 phagocyte and incubad for 1 h at naC 5 %  
CO,. Aiiu incubation, d l s  were s&ed with the viral  dye 
acridine orange and c o u n t ~ t d  with mtd violet, so that 
only engulfed bacreria w m  visible under W fight (U'iims, 
1990). The assay was reperred in three independent expcr- 
iments. Pcrcentaga of phgocy~osis were a l d a r c d  as: (no. 
of phagq-ta with engulfed baaeria divided by U30 aamined 
phagoq~cs) x 100 (Charland et a[.. 19%). 

ViruIence auyr Virulence was rueucd in mice and piglcrs. To 
measure the LD, in mice, bacteria w e  grown for 6 h in THB 
supplemrnrcd wich 10% hat-inactivatd f d  bovine serum 
(FBS). For each strain, five groups of five BALB/c mice 4-6 
weeks old were inimed inrnperitoncllly wid 1 ml per mouse 
of und~lutcd baacrirl suspension or tenfold dilutions in THB- 
FBS of the orig~nal suspension. Moruliry was monitored o v a  
a week and h e  LD, of each strain calculated by the mechod 
of R e d  k Muench (1938). An expctirncntal infection in swine 
was also carried out. Three groups of seven speci6c-pathogen- 
frcc (SPn piglets 6 7  weeks old, ~ t u d l y  born from 
hystcrecromy-derived saws, werc u d  (one group per srrain) 
and kept in h~gh-security barns. Baaaia were grown in THB- 
FBS for 5 h at 37 "C and the OD, of the suspension adjusted 
ro 015, which corresponds to abour 10' d u .  ml-'. Piglecs 
were iniacd intravenously with I mi of the suspension. 
Clinical signs w m  monitored daily and pigs w m  Mled either 
d se\.erely sick or, if they prcscnrd no signs. one week after 
infect~on. .4utopsies w e  performed on each pigla with 
macroscopic, baneriologiul and/or histologial cxamina- 
rlons of affmcd tissues. 

Bacterial cteamnce test- Bacteria were g r o w  as for  he virulence 
assay except that suspensions werc adiusted to a conccnnation 
of 3 x 10' c.f.u. mi-' in THB-FBS to prevent mortality. Groups 
of xvcn mice were injected innperitonally wich 1 ml 
bacrcnal suspension. Mice were kdkd by ccivlnl dislocation 
at various time mtmais aher injmion, blood samples d e n  
from hearts and viable counts performed on blood agar plates. 
The assay war repeated in rhm independent orpcnments. 

RESULTS AND DISCUSSlOeY 
Characterization of mutants d d k h t  in apukr 
expression 

Tn916 was transferred from Enf~t~coccur faecal# 
CGIlO to 5735-SM a t  a frequency of 1 per 1-5 x 10' 
recipient cells, which is in the range of conjugation 
frequency obtained with Streptotoccw pyogcrvs 
(Caparon & Scon, 1987). More than 8000 clones were 
screened and, of these, seven mutants did not present 
any reaction with mAb 23. 

Afccr preliminary testing of these clones b a d  on the 
number of mnsposon inrenions and upsule pro- 
duction, rwo mutants, named LA and 79, were ~ l m e d  
for funher characterization. Both mutants were shown 
to be biochcmiully identical t o  the wild-type srrain. In 
addition, the production of other putative vinrlence 
factors of S. ruis such as hiemolysin. MRP and EF was 

not affected by transposition (Table 1). Since mAb 23 is 
specific for a sialic-acid-containing epitopc, mutants 
were tested for the presence of NANA. Fine aggregates 
were seen in the reaction between both mutants and the 
lecrin SNA I compared to coarse o n a  with the wild-rype 
strain. In addition, NANA conccncraaon was shown to 
k very low in both mutants (table 1). Serotyping, 
which is indicative of the presence of a capsule, was 
carried out  by three different techniques. Mutants 
racrcd only weakly by coagglurination wich specific 
rype 2 andscrum compared to the wild-qpe strain 5735- 
SM, indicating l i nk  capsule expression o r  reaction with 
other nuface antigens. Gpillary preapitarion and 
capsulu reaction tests, which are more specific for the 
dctecrion of capsular antigens, were negative for both 
mutants (Table I). 

T o  confirm the absence or altered expression of capsule 
on mutants, both of the mutants and the wild-type strain 
were examined by transmission electron microscopy. 
No o r  very little capsular material seemed to be present 
on cell surfaces of mutants 2A (Fig. lc) and 79 (not 
shown) a f k  immunostabiIization of the capsulc. The 
absence of sialic acid implies the probable absence of the 
complac capsule since it has b a n  suggested that, after 
complete removal of the siaIic acid moiety, a reaction 
with anti-rype 2 serum is not detected (Katsurni et ol.. 
1996). This would also correlate with the absence of 
immunostabilization. Katsumi er a!. (1996) mentioned 
that the sialic acid residue in the capsule of S. suis 
serorypc 2 is probably the exact epitope component. 

To  determine the number of Tn9Z6 inserrions in each 
mutant, total DNA was extracted and cut with &oRI 
and ScaI. EcoRI does not cut within Tn916 whereas Scai 
curs only once (Flannagan ct al., 1994). Southern blot 
DNA-DNA hybridization analysis, using DIG-labelled 
Tn916 t o  probe k o R 1  and ScaI chromosomal digests of 
mutants, shows that mutant 2.4 contained one (Fig. 2 
lanes B and C )  and murant 79 w o  (lanes D and El Tn916 
insemons. No  background hybridization was seen 
between wild-type DNA and the probe (Fig. 2, lane A). 
DNA adjaccnr to these inscmons, h e r  digestion with 
Scol, was of 11-6 kb for mutant LA, and of 11-6 and 
12.7 Lb for mutant 79. As shown in Fig. 2. although 
mutant 7 9  seemed t o  have only one Tn916 insertion after 
digenion wirh EcolU, Scul digestion showed another 
transposon insertion. Ir Ktms that only one transposon 
inscnion is sufficicnr t o  alter a p s u h r  expression as s e n  
for group 0 streptococa (Rubens et d., 1993, 1987 .  

It has been shown that alteration of capsular expression 
a n  modify surface hydrophobicity and a I f ~  adherence 
on celb (Absolom, 19881. lduence of altered capsular 
expression on  hydrophobiciry and phagoq-rosis was 
tested (Table I). Mutants U and 79 demonstrated 
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T&h 1. Chancterizm.on of two S. suis motype 2 mutants produced by trarupasition from reference strain 5735-SM 
- 
For a g g l u ~ t i o n  arpaimcng rhe apsular reaction tat a d  the ap i l luy  praipisarion tat. the strength of the r a d o n  is indicated 
as follows: + + +. snong rcacrion; +, w a k  reaction; -, no reaction. For pbgocyrosis experiments. pig monocyrtderivcd 
rnacrophaga weft used- Dan for NANA concenmtion. hydqhobic iy  and phgocytosis arc the mans of thru independent 
cxpcrimrntr = so; radn for chc muunt strains w m  s i g n & d y  different (P c W compared to tfic wild-cype strain. 

MRP protan 
EF protein 

NANA concmwrion 

Gpiliary precipimdon tar  
Hydrophobiciry 
Phgocytos~s 
L", 

Fig.  1. TrartSmiuior\ t l w o n  micrographs of thin sations of S m p t a c o c ~  suis serotypc 2: (a) strain 935-SM stabilized 
with specific tyOc 2 rabbit p o l y d o ~ l  antiserum. (b) strain 5735-SM stabilized with m a t  rabbit serum (negative control) 
and (c) mutant U stabilized with type 2 rabbit polydorul antiserum. Results similar to (c) were obtained with m w n t  79. 
and results similar to (b) with both mutrnn Ban. 2W nm. 

hydrophobicity a t  22Yo and 17.7% respectively, com- 
pared to @9 % for S735-SM, indicating that capsular 
polysaccharides are important to surface hydro- 
phobicity of S. suis (Salasia et of., 19951. Percentages of 
phagocyrosis by murine macrophags and porcine 
rnonoqc-derived macrophages werc evaluated for the 
three strains. These phagocytic cells were chosen to  
provide a comparison of phagoq-rosis r a t e  b e e n  the 
natural host's phagtxytcs and phagocytes from the 
animal rnodei of choice for S. stcis infections ( k u d o i n  
ct ai., 1992; Williams et al., 1988). Table 1 shows that 
both mutants werc significantly more phagoq- rod  

than the wild-rypc strain by porcine phagocytic cclIs, 
with a mean number of 6 (5735-SM), 16 (mutant 2-41 and 
18 (murant 79) phagocyrod organisms per phagoq-re. 
Simihr results were obtained with rnurine cells (data not 
shown). These results show that the prcxncc of capsular 
polysaccharides prevents phagoq~osis, which may help 
bacterial pathogenesis. Since capsular polysaccharidc 
material confers a net negative charge on a bacterium. it 
is rendered hydrophilic (Moxon & Kroll, 1990). Rc- 
moval of capsuiar material i n a a s e s  the hydrophobic 
index, thereby increasing adherence and phaggros i s  
(Absolom, 1988). This seems to be the case for S. suis 
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..-- 
Fig. 2. Southern blot with DIG-Jaklled Tn916 of total cellular 
DNA Lane A. DNA of strain 5735-SM digested with Ecolll; l a m  
B and C DNA of mutant 2A digested with EcoRI (lane B) and 
k a l  (lane C); lanes D and E. DNA of mutant 79 digested with 
EcoRl (lane 0) and k a l  (law €1. Molwlar s u e s  of standards in 
kb are indicated. Image generated using a HP Scanlet I k  with 
PhotoFinish 2.0 lofrwart on a PC 486 DK 

uncncapsulated mutants. In addition, Tikkanen et al. 
(1996) recently showed thar the variable agglurinating 
activity of some S. ruis strains was inversely propor- 

tional to the amount of capsular polyuccharides, which 
the authors suggest could mask adhesins. 

Both mutants were more than 100-fold less virulent for 
mice than the wild-type smin  as shown by their LD, of 
more than 7 x 10' c.f.u. g", compared to 7 x 10' c.f.u. 
g" for 5735-Shi (Table 1). For pig infecrion, Table 2 
shows that all pigices injmcd %ith 5735-SM presented 
with hypcrrhcrmy (i.c. at l u s t  1 O C  over the normal 
body temperature of 39-S°C for an SPF pig) and 
locomotive difficulries for at least 3 d post-infection. 
Forty-eight hours after iniection, three piglets showing 
opisthotonos and paddling signs with elevated tem- 
perature were killed. These pigs showed suppurative 
meningitis at autopsy. S. suis serotype 2 was recovered 
from brains and/or from orhcr organs of all seven pigs. 
Histologic31 examinations of synovial membranes of 
some pigs showed an early inflammatory reaction. 
Piglets iniectcd with both mutants showed no clinical 
signs. Animals of these groups were killed one week 
afrcr infection. Autopsies did not reveal significant 
macroscopic or microscopic lesions. 5. suis serocype 2 
was isoIated only from the synovirl fluid of a knee in a 
pig injected with mutant 79. The isolate was still 
tetracycline-raistant. No bacterium was isolated in any 
tonsils of these two groups. Isolation of thc wild-rype 
srrain from many different organs of a11 infected pigs 
shows that the presence of capsular polysaccharida 
may help bacteria to disseminate and sun-ive more 
easily. In facr, S735-SAM could be isolated from its 
narural reservoir in pigs, the tonsils (Higgins k 
Gortschalk, 1998), in a11 animals, whereas mutants could 
not be recovered from this site. Thus, the presence of 
capsular poiysaccharides contributes to the virdencc of 
S. suis serocype L in both mice and pigs. 

fable 2. Experimental infection of SPF piglets with 5. ruis Icrotym 2 reference main 
5735-SM and two Krotypc 2 mutant$ produced by transposition from strain S73S-SM 

Fcva. Suppuracivc meningitis. t/i$ 
locomotive a r t y  idammatory 
di66cuitiaD racrion of synovial 

rncmbranat 
None None 0/7 
None None 1/75 

' All seven p ~ g s  of the group were affected. 
t Thrcc pigs with were locomotive diLEultin and paddling signs showed rncningtis; nwo other p i g  
shows dammation. 
SSmain rlolarcd horn l i v a .  spl-. lungs, h a m .  tonsils, brains and/or ioinls from all seven i n k e d  
pigs. 
S Isolated in synod fwd horn a knee of one pig. 
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Fiq. 3. Bacterial deannce in mice in- with S. suis samtype 
2 main 935-SM (0) and uwwlar mutant 2A (a). The data 
are means of three upefimma; mor bn represent ro. 

Bacterial cleamncc of the wild-type strain and mutant 
2A was tested in mice. Fig. 3 shows that the mutant is 
cleared rapidly from arculation compared to the wild- 
rype strain. These results supporr those obtained from 
the virulence experiments where the mutants were 
reisolated unfrequently. In addition, clcarancc results 
are in agreement with those obtained by Clifton-Hadley 
(1981) who showed that a less encapsulated varian: of a 
S. suis q p e  2 srrain was readily cleared from pig blood. 

Capsules have been shown to have a key role in 
hosr-pathogen interactions (Moxon & Kroll, 1990). 
Unencapsulared n u u n t s  of bacteria involved in invasivc 
infections, such as group A and B streprococci (Wessels 
et al.. 1991 ; Rubens at of., 1987) or Escherichia coli K-I 
(Kim er of., 1992), have demonstrated the criuul role of 
the capsule in virulence. One means by which a 
bacrerium disseminates through a host is by evading the 
immune system (Moxon & Kroll, 1990) and many 
encapsulared bacteria have been shown to  possess 
anriphagocytic propcnies (Dale et al., 19%; Kasper, 
1986; Martin et af., 1992). Previous studies with 
spontaneous, generically uncharaaerized S. svis scro- 
type 2 mutants suggested that loss o r  alteration of 
capsule expression could influence the fate of the 
bacrerium in a host ( B n z u u  et d., 1996; Gomchalk ct 
al., 1992). Results reporred bcrc show that isgenic 
mutants with specific mutations which prccfude capsular 
expression are avirulcnt and cleared rapidly from 
circulation compared to the wild-rype strain, clarifying 
the ambiguous role of the apsule  in the virulence of S. 
suis for both mice and pigs. T o  our knowledge. the 
capsule of S. suis serotypc 2 is the 6tn critical virulence 
factor described so far for this bacruium. 

I t  is clear, however, &at the apsule of S. suis scrotype 2 
cannot be the only f a a o r  for vimlence since it is b o r n  
that serotypc 2 avirulcnt field strains arc cnapsulatcd 
(Beaudoin n a!., 1992; Q u e q  et d., 1995). In ha, a 

monoclonal antibody against a capsular cpitope of S. 
svir scrotypc 2 reference -in could nor protect mice 
complaely fram a l c d d  dose of bacteria (Charland et 
al,, 1997). 0th- factors, such as arcncellular or cell- 
wall-usociatcd proteins, are probably required for 
succeufuf csubiishmcnt of the baaeria in the host. The 
role of the apsule  may be, for example, to prorm S. suis 
from phagocycosis while it produces its toxic com- 
ponents. 

Isogcnic mumncs of S. suis serotypc 2 dcficicnt in capsule 
expression wen produced by mnsporon mucagenais. 
These mutants were more hydrophobic and more 
susceptible to phagocytosis by mouse and pig phago- 
cytcs than the wild-type serain. In addition, they were 
avirulent for both mice and piglets in challenge exper- 
iments and cleared from drcuhtion rapidly. Charac- 
terization of the inxmon site is currently in progress. 
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Streptococcus suis is a worldwide cause of meningitis, 
arthritis, cndocarditis and septicaemia in swine (Higgins 
et al., 1992). I t  is also recognized as an important human 
parhogen (Arcnds & Zanen, 1988). Of the 35 serotypcs 
of S. suis, serorypc 2 is the most prevalent in diseased 
animals (Higgins et al., 1992). The pathogenesis of the 
different cypes of infections due to this bacterium is still 
unclear. Of the many cell components and toxic 
products of S. suis that have been suggcstcd as virulence 
factors (Cottschalk et al., 1995; Jacques et af., 1990; 
Vecht et at., 1989) the polysaccharide capsule appears to 
be one of the most important (Bnzeau et al., 19%; 
Ellion 8: Tai, 1978; Gotuchalk et al., 1992). Although 
the capsular material possesses antiphagocytic proper- 

ties (Brazcau ez al., 1996), it has been dcmonstratcd that 
both virulent and avirulent encapsulated strains be- 
longing to serotypc 2 are ingested by phagoq~es  in the 
absence of complcmcnr and specific antibodies (Brazeau 
et al,, 1996; Williams, 1990). Serotype 2 capsular 
material contains sialic acid, an important vimlence 
amibute for some other bacteria (Smith, 1993 ; Wcsxls 
et al., 1989). However, S. suis sialic acid did not appear 
as a critical virdence factor (Chariand et a[., 19%). 

Monoclonal antibodies (mAbs) arc useful tools for the 
study of bacterial virulence factors. For bacteria such as 
group B sueptococci, Neisscria meningitrdis and Eschcr- 
ichia coli, mAbs against their capsular material have 
been shown to induce good protection (Cross et al., 
1983; Egan et ad., 1983 ; Hurpin et al., 1992). The aim of 
this paper is to repon the production, characterization 
and evaluation of the protecrive activity of a murine 
mAb that racts specifically with the capsular p l y -  
saccharides of S. suis scrorype 2. 
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Bacterial strains a d  artture tocrditkrrr The S. suis scrorype 
2 reference strain 5735 was kindly provided by Dr J. 
Henrichsen (Statens Scruminrritut, Copenhagen, Denmark). 
The remaining 34 scrotype reference strains came from our 
collccrion. A total of 484 S. snis field isolates were kindly 
provided by Or R. Higgins (Clinical Bacteriology Laboratory. 
Faculty of Veterinary Medicine, University of Montral).  Of 
these, 1 5 , C  and 142 isohtes belonged to scrocypcs 1, 1/2 and 
L, rcspecriveIy. Other isolates represented the remaining 32 
xrorypcs. These isolates had previously been serorypcd by 
standard techniques (Higgins & CottxhaUc, 1M) .  Cdntre 
methods and media have been described previously (Charlmd 
cr d.. 1996). 

MonodOcUI urOibody pmduction, BALB/c mice were h i e d  
i.p. at 2-wnk intervals with a 0 3  % fomalinizcd wholecdl 
S735-QuiI A saponin suspension (25 a per mouse; Supcrfos 
Biosmor, DK-Vedback, Denmark). A total of five injections 
was required to obtain a high ticre of antibodies in an ind i rm 
ELiSA using wholesell antigen (Del G m p o  Sepulveda et al., 
1996). Three days after the booster inoculation, mice were 
seroIogically tested with the indirect U l S A  and the spleen of 
the mouse showing the h igha t  reaction was recovered and 
fuscd with myeloma cell line SP2/O using 50% (w/v) PEG 
1500 (Sigma) as a fusogen (Kohler & Milstein. 1975). 
Hybridoma supernatants were screened for the presence of S. 
suis type I antibodies using chc ind i rm ELISA (Dd Campo 
Sepulveda ct of., 1996). Positive hybridomas were then tested 
with the same method, but with purified upsular p l y -  
saccharide material as an antigen (Del G m p o  Sepulvcda cr 
dl., 1996). When positive. they were cloned by the limiting 
diiut~on method (Kamata ct al., 1985). The immunoglobulin 
class of mAb was determined using the Sigma ImmunoType 
.Mouse hlonoclonal Antibody Isotyping Kit. Axitic fluid was 
produced by i.p. injection of BALB/c mice primed with 
pristsnc with hybridomas. 

€USA tests. A dot-ELISA was performed with bacteria grown 
overnight on bovine blood agar plates at 37 OC and from 
which single coIonia were used as inocuh for Todd-Hewitt 
broth (THB, Difco). Suspensions of each isolate adjusted t o  an 
OD,,, of 1.0 were dotted on a nirrocellulose membrane and 
the dot-ELK\ was carried out as described by Elanger et 11. 
(1992). An ELIS.4-competition test with a shlic-acid-binding 
lectin from Sambucrrs nigra, SNA I, which is known to rclct 
with the sial~c acid moiery of S. suis rype 2 capsule (Charland 
et J I . ,  1995), was also carried out. Axiric fluid, produced with 
clonc 23, diluted to yield an A,,, of approximately 1.0 in 
indirect ELISA was mixed with increasing amounts of SNA I 
and rhc solutions added to ~urif ied upsular  material coated to 
microphtes and reactions revealed as described by Del G m p o  
Sepulveda er a1. (19%). in addition, an inhibition-USA was 
performed. Ascitic h i d ,  as described above, was 
mixed with untreated, or with sialidax-, periodate- o r  
proreinase K- (500 pg proreinase K mi-', 55 'C, 1 h; Sigma) 
treated whole-cell antigen of rypc 2 reference strain S735, 
whole-cell antigens of types 1 o r  1/2 reference strains o r  
purified sialic acid (Sigma), respectively. Suspensions were 
incubated at room tempcramre for 15 min, centrifuged and 
supernatants added to purified capsular material coated to 
microphtes. The percentage inhibition was alculated using 
the formula 100(1-A/B), where A and B arc A,,, in the 
presence and absence of inhibitor, rapectively. 

?AGE and irnmunobblting a d y s k  PAGE (8%. w/v, w 
anring gel) and blotting on PVDF-N membrane (Millipon) of 
untreated or periodate-created (NaIO,, 20 mM, 2S "OC 1 h) 

purified capsular material of S. suis type 2 were performed 
using an improved technique for carbohydrates as described 
by T i a n e n  er at. (1995). SDS-PACE (8 X separating gel) and 
blotting on a n i t r ocd lu lo~  membrane (Bio-Rad) of untreated 
o r  sialidasc-crated (06 U sialidasc from Clostridium pcr- 
f k g m  mi-' acerate buffer, pH 5-5, 37 "C, 3 h, Bochringer 
Mannheim) whole-cell antigen of S. suis scrotype L wcre 
performed. u described by Radacovici et d. (1992). Mono- 
dona1 antibody 23 rcrcrion on both blots was revealed as 
described by Radacovici er 1. (1992). 

SWk .dd d.armrinrtiorr. Sialic acid concentrations were 
derennincd using the Warren-Aminoff method (Warren, 
1%3). 

T m m m b h  e h t r m  rnbosypy- Transmission electron 
microscopy drtl irnmunostabtl~uaon with mAb Z3 was 
carried out as prm*ously described (Jacques n al., 1990). 
Baaerial suspensions were adjusted to OD,, 1-8 and exposed 
to  ascitic fluid diluted 1: 1 for 1 h a t  4 "C. Bacrerial cells were 
then suspended in 0.1 M ucodylate buffer, pH 7-0, containing 
5 %  (v/v) glutaraldehyde and 0-15% ruthenium red. Fixation 
was for 2 h at 20 "C. Cells were then immobilized in 4 Yo (w/v) 
agar, washed five rimes in ucodylate buffer containing 0-05 ?'a 
ruthenium red, and postfixed with 2 %  osmium tcrroxide for 
2 h. Samples were washed as above and dehydrated in a 
graded series of acetone washa containing DO5 9b ruthenium 
red. Specimens were then washed twice in propylcne oxide 
and embedded in Spun low-viscosity resin. Thin secrions were 
poststained with uranyl acetate and lead a t ra te  and examined 
with an electron microscope (Philips 201) at  an accelerating 
voluge of 60 kV. 

Opmniion and phgoqtk  assay. Immunoglobulins were 
first purified by chromatography on a protein G-Sepharose 
column (Phamacia), with 3 .M NaCI, 1-5 glycine, pH 8-9. 
as binding buffer, and 0.1 M citric acid. pH 4-0, as elution 
buffer. Purified IgG was then dialysed against 0-1 x PBS 
(14 mM NaCI, 0.3 mA4 KCI, I mM Na,HPO,, 0.15 m!U 
KH$O,, pH 7-4) overnight and lyophilized. Immunoglobulin 
concentration was determined by the mcthod of Markwell er 
uf. (1978). The opsonizing capacity of mAb 2.3 was determined 
using a porcine blood monocytcs phagocyuc assay (Charland 
ct d., 1996). Strain 5735 was opsonued with heat-inactivated 
porcine serum (to prevent opsoniution by complement ; 
negative control), with 80 pg purified mAb 23 or with 
polyclonal anti-type 2 rabbit serum as a positive control. 
Phagocytosis was lek to proceed for 3 h at  37 "C, 5% CO,. 
Cells were then stained with the vital dye acridine orange. 
counterstained with crystal violet to  quench monoeye ex- 
cernal ffuortscence, and percentage phagoq-rosis was 
measured under UV light. The assay was reputed in three 
independent experiments. 

m y .  The protective upaciry of mAb 23 was 
ce r t d  in a standardized m o u e  model of infection ( k u d o i n  et 
al., 1992). The test was repeated in three independent 
experiments. Strain 5735 grown for 6 h in THB containing 
1090 foetal bovine serum (FBS) was adjusted to a con- 
cennarion of 10' c.f.u. ml-' in THB-FBS, which represents the 
minimal lethal dose to  kill ail control mice (Kebede et d., 
1990). Bacterial suspensions were mixed with @a mg of 
purified mAb 71 ml-I and 1 ml per mouse was injected 
inrnpcritoncally into a group of IS BALB/c mice, so that mice 
received the equivalent of 40 mg m 4 b  23 kg-'. Another group 
of 15 mice rmivcd  only the bacterial suspension as a negative 
control w h a t u  the final group r m i v d  bacteria mixed with 
a polyclonal anti-ypc 2 rabbit serum diluted as already 
described (Conschalk et d., 1992) u a positive control. When 
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3 dose of 10' c.f.u. ml-' was used as a challenge, one group of 
mice received isotype-matched, non-rpcafic monoclonal anti- 
body 5.1 C8 F10 as a negative control, a mAb that racts with 
Actinobacillw pleuropnertmoniae type 1 lipopolyuccharida 
(Lairini er dl., 1995). MorraIiry and clinical signs were then 
monitored wicc a day for a week. 

Bacterial dnrance test. A bacterial clernnce rcst was 
performed wth mAb 23 and repeated in two independent 
experimenrs. Bacteria werc grown in THB-FBS as above and 
rhe concenrrarion adiustcd to 3 x 10' c.f.u. mi-' ro keep all 
mice alive and slighrl~ affected by infmion. One group of six 
mice w3s injected i-p- with I rnl 5735 suspension, anorhcr 
group with 5735 mixed with mAb 23 (40 mg kg-') and a last 
group wirh 5735 mix4  with mAb 5.1 G8 F10 (90 rng kg-') as 
a nqptive control. Blood samples were taken in duplicate 
from the orbital 3rrcry ar various rime inrcrvaIs after inieczion 
and wablc counts performed on blood agar plates. 

RESULTS AND DISCUSSION 
mAb 23 and its capsular type specificity 

The screening steps of m.\b production led to the 
selection of positive clone 2.3, producing immuno- 
globulins of class IgCZb. The  capsular type specificity of 
mAb Z.3 was controlled against reference strains of a11 S. 
srris serotypes using a dot-ELISA. Of the 35 S. suis 
reference strains. only serotypcs 1, 2 and 1/2 reacted 
wirh mAb 7i. Despite the fact that the cpitopc recog- 
nlzed by m.4b 23 probably involves a sialic acid moier). 
(see belotv), reference strains of other sialic-acid-con- 
raining seronpes (Charland et dl., 1995) did not react 
wirh rhc antibody. It is possible that different serocypcs 
contain sidic acid in their respective capsular material, 
yet the specific epitopc recognized by mAb Z3 is only 
present In serotgpes 1, 2 and 1/2. To confirm the 
specitisit). of m=\b 2 3 .  atrempts werc made to detect this 
epitopc on a total of 484 field isolates representing the 33 
seroypes o i s .  srris. Results showed that 93 9/0,98 36 and 
96% of isolates. belonging to seroypes 1, 2 and l/Z 
respectively, were positive. IsoIates from all other 
seroypes were negative. It is conceivable that chc few 
negative field strains which belong to serotypes 1, 2 or 
1/2 were low-encapsulated strains. In fact, seroryping is 
usually c~r r i cd  out  by the coagglutinacion rest, using 
polyclonal antibodies (Hipgins & Gonschalk, 1990), 
which can detccr other surface antigens. So far, there is 
no repon on the isolation of sialic-acid-negative S. suis 
serorypc 2 strains (Charland et a!., 1995). Thus, mAb 23 
recognized an epitope shared by the three scrotypcs. 
Thls could explain the previously described cross- 
rextions between them (Ellion & Tai, 1978 ; Perch et al., 
1981). 

Characterization of the .pitope mognizd by 
mAb 23 

Results from immunoblots showed that mAb 23 reacted 
with thc rype 2 capsule in the high-molecular-mass 
region. Similar results were obtained by Del Campo 
Sepulvcda et a/. (1996) and Tikkanen et al. (1995) using 
polyclonal antibodies. It has been rcponcd that the 
molecular mass of the  S. suis ~rotypc 2 capsule is about 

fig. 1. lmmunoblot using mAb 23, purified capsular material 
(CPS; 50 pg per well) and whole celh (WC adjusted to 00, 6; 
20 pl per well) of 5. suis serotype 2 reference main 5735 with 
different treatments. lane A. untreated CPS; Iane B, periodate 
treated US; Iane C. untreated WC; lane 0, sialidase-treated 
WC; Iane E. immunoblot of untreated 0 5  with irotypc- 
matched, non-specific monoclonal antibody 5.1 FB G I 0  as a 
negative control. Molecular masses of standards in kDa are 
indicated. Image generated on a PC U86DX with an HP Scanlet 
Ilc scanner wing Photofinish 2.0 Wft Corporation). 

310 kDa (Katsumi et dl., 1996). T h e  epitope was shown 
to  be polysaccharide in nature, since the reaction was 
affected by periodate oxidation (Fig. 1. lane B!. In 
addition, proteins did not appcar to be involved in the 
reaction since the blotting method of Tikkanen et dl .  

(1995), which uses a nitrocellulose membrane hetwcen 
the gel and the PVDF-S membrane to prevent transfer 
of interfering proteins, allowed a clear reaction between 
mAb 23 and capsular material. While mAb 23 gave 
similar results with untreated whole-cell antigen of type 
2 (Fig. 1, Iane C), sialidase treatment completely 
eliminated the reaction (Fig. 1, lane D). Similar results 
were obtained with whole-cell antigens of capsular types 
1 and 1/2 (data not shown). This indicates that the sialic 
acid rnoier). of the capsule may be involved in the 
recognition of the cpitopc by mAb 13. Our  results arc in 
agreement with those of Katsumi ct al. (1996)- who 
rcponed that, after complete removal of capsular sialic 
acid, reactivity with anti-type 2 serum was no longer 
present, They also suggested that the sialic acid moiety 
contains the reactive epitopc in the capsule- Cfowmcr, 
since the complctc structure of the S. suis capsule is 
unknown, removal of other epitopes by sialidase treat- 
ment cannot bc ruled out. 

The  ELISA-compctition rest showed a competitive 
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Fig. 2. EUSAtompetition test between monaclo~l  antibody 
23 and Sambucus nigm lectin (SNA I) with S- suu serotype 2 
purified capsular material u antigen. The ban represent SO (n = 
4). 

ODw of bacterial suspensions (used as inhibitors) 

Fig. 3. Inhibition of monoclonal antibody 23 by whok cells 
CWO of 5. suis serotype 2 0). proteinase K- (0). sialidase- 
(PI. and periodate (m) treated WC of type 2. WC of type 1 0 
and WC of type 1R (A) using type 2 purified capsular materiat as 
an antigen in an Ell%-inhibition test (n = 4). 

reaction between the SNA I l m i n  and mAb 23 (Fig. 2). 
This is furrher evidence for the sialic acid nature of the 
recognized epitope, although the possibility of com- 
petition by steric hindrance cannot be excluded. 

An inhibition-ELISA was developed to ascertain which 
antigens could inhibit the reaction berwten capsular 
material and mAb 23. Fig. 3 shows that the reaction 
obtaincd in the indirect ELISA between mAb 23 and 
purified capsule can be strongly inhibited by untreated 
or  p ro t e ina~  K-treated but not by periodate- o r  
sialidase-treated serotype 2 whole-cell antigen. Serorypc 
1/2 whole-cell antigen presented an inhibition activity 

similar to that obtained with rypc 2 antigen. Interat- 
ingly, serotype 1 whole-cell anagcn praenred a low 
inhibidon potential (2S-30 YO). This could bc explained, 
in pan, by a lower arnounc of capsular material and/or 
capsular sialic acid. In fact, sialic acid concentrations of 
the reference strains of S. snis scrocypes 1, 1/2 and 2 
were shown to be 0-M+0-22 pg mg", 1.571 
0-22 rg mg" and 3-36 f V22 pg mg" rcspcctively 
(meansf SD, n = 3). In addition, the agglutination re- 
action obtaincd between the type 1 strain and SNA 1 
lcctin was significantly weaker than those obtained with 
rypes 2 and 1 /2  (Charland et al., 1995). Gpsular 
material of typc 1 was four times thinner than that of the 
two other types (Jacques et of., 1990). SiaIic acid or  
capsular material concentration may have been high 
enough to obtain a posidve reaction by dot-EllSA but 
not quite high enough to have a significant inhibition 
potential on mAb 71. On the other hand, a weak affinity 
of mAb Z3 for typc 1 capsule coupled to amounts of 
capsule above saturation could also be responsible for 
the results obtained in this study. Although sialic acid 
did not present any inhibition potential of mAb 23 (data 
not shown), the fact that the sialic acid moiety of the 
capsular material is involved in the epitopc recognized 
by the mAb is still plausible. I n d d ,  high numbers of 
monomers are needed for functional binding to other 
sialic-acid-specific d b s  (Hayrinen er ol., 1989; Hurpin 
et al., 1992). 

.Monoclonal antibody 23 stabilized the capsule of the 
reference strains of scrotypes 1, 1/2 and 2 (Fig. 4). Less 
capsular material was stabilized on type 1, as previously 
shown by Jacques er a!. (1990) with polyclonal anri- 
bodies, compared :o the other w o  types. This confirms 
results obtained in the ELISA-inhibition rest. 

Invdvment of mAb 23 in oproniution, protection 
and deannce of 5. suis serotype 2 

The phagocyric assay carried out  in this srudy showed 
the opsonizing potential of mAb 23. Results obtained 
with non-opsonizcd cells (31 %0 1 1 TO ; mean & SD, n = 3) 
were similar to hose previously obtaincd in other studies 
(Charhnd et al., 19%). Interestingly, cells opsonizcd 
with mAb 23 (48% &4%) or  polyclona1 serum (42% 
f 3 Yo) were significantly more phagoq'toscd by porcine 
blood monocytcs (P t0.005 ; a n a i y d  by Student's nvo- 
tailed unpaired t test). Increased amounts of mAb 23 
(800 pg) did not increase the phagocyrosis rate (45 O h  f 
2Yo ; P > 0 5 ) .  Despite the hct that more bacteria were 
phagocytosed after opsonization with anti-capsular 
antibodies, the values obtained in this study were lower 
than cxpmed. A clear concht ion between encapsu- 
lation and resistance to phagocyosis has been dcmon- 
strated by us (Charhnd et al., 1997, Brazeau et a!., 19%) 
and by other workers (Wibawan & Gmmler, 1994; 
Quessy ct at., 1994b). However, there is no published 
report on phagocytosis obtained after opsonization with 
serorype-spec; fic anti bodies. 

In the protection assay, 2 d post-inoculation, IS out of 15 
mice in the negative control group were seriously ill or  
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Fig. 4. Tranrmiuion electron micrograph of thin sections of cells of S SUM serotypes 1 (a). 1R (b), 2 (c) and 3 (d; negative 
control) incubated with monoclonal antibody 23 and stained with ruthenium red. Bar. 200 nm. 
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Tabh I. Evaluation of the  protective activity of a StreptbCoccus suis Krotype 2 sp&fic 
monoclonal antibody 23, rabbit polyclonal artti-type 2 antibodies and isotype-matched, 
non-specific monoclonal antibody 5.1 G8 F10 using a standardized murine model of 
infection 

No. of 
bacteria 
inicacd 
(cf-u. ml-') 

Antibody No. of affccud miccfw- of Protection (%) 
inocPlad mice 

None 15/15 (PwOOS) 
23 (40 rng kg-'! 13/15 (PwOOS) 
Polpclonal 0/1S 
None 9/ 15 (P < m S )  
23 (40 m g  kg-') O/LS ( P < r n S )  
5.1 (U3 m g  kg-!) 15/15 

SD. Sor dc:crm~ncd. 

dead 3s well as 13 ou t  of 15 mice of the group injected 
with mAb 23 (Table 1). Since antibody concentrations 
used in similar experiments by other workers (Ricci et 
dl.. 1996; Tcti et ~ 1 . .  1992) did not show any protective 
activity in our hands, a higher amount of mAb was used 
to ensure that a failure in protection was not due to a 
low antibody concentration. All mice injected with the 
polpclonal serum survived and did not show any clinical 
signs. Inoculation of fewer bacteria showed that the 
mAb could, 3r least panially, protect mice (Table 1) 
whereas mice injected with m.4b 5.1 G8 FIO 
(40 rng kg-') as a negative control were not protected. 
-411 mice injected with mAb Z3 survived and did not 
show clinical signs whereas those iniecred with the 
control m.4b were seriously affected or died. These 
results indicate that protection induced by mAb 23 was 
specific and not due to  a high amount of IgG. Injection 
of other mice with -10 mg mAb 2 3  kg-' mixed with 
bacterial suspensions of types 1 and 1/2 showed similar 
results (data not shown). 

Fig. 5 shows that m.4b 23 had a possible role in 
elimination of bacteria in uivo. As soon as 2 h after 
inject~on, m.4b 23 helped compIetely to clear circulating 
bacteria, whereas in mice injeacd with 5735 alone, a 
high number of bacteria could still be recovered 48 h 
after injection. Mice injected with mAb 5.1 C8 FlO as a 
negative control did not show any decrease in the 
number of circulating bacteria, unlike mAb 23, indicat- 
ing that clearance was antibody-specific. However, it 
cannot be ruled out that some differences in clearance of 
infection bcwecn the test and control groups might 
have been a rcflccrion of micro-agglutinations of the 
bacteria, since mice were injected with a mixture of cells 
and mAb. Clearance may have been accelerated by 
removal of agglutinations of bacreria, in both protection 
and clearance assays. 

Capsular marerial is the first bacterial component to  be 
met by the host defence mechanisms. It is one of the first 
constituents to  stimulate the immune system of a n  
individual. However, in pigs infeacd with S. suis 

,. - - 0 
1 2 6 12 18 48 

Time afier injection (h) 

- .... -.- ..... ................ .. . ... .. 

F&. 5. Clearance of circulating S. suis serotype 2 in BALB/c mice 
injected with (0). or without (el monoclonal antibody 23. or 
with isatypcmatched, non-spcific monoclonal antibody 5.1 F8 
G I 0  (El as a negative control. The ban (not shown where 
smaller than symbols) represent the range (n = 2). 

xrorype 2, very few anri-capsular antibodies could bc 
detected even though they arc protected against a 
challenge with a virulent strain (Del Campo Sepulveda 
er al., 1996). Interestingly, Kcbede et dl. (IWO) could not 
obtain any protccrion against serorypes 1 and 2 using a 
live 1/2 vaccine. Since a live vaccine was used in this 
study, it is possible that other factors such as common 
antigens (proteins) as wcll as a cellular immune response 
helped to provide protection. EIliotr et al. (1980) could 
elicit opsonizing antibodies in pigs vaccinated with 
purified capsular polysaccharides although they did not 
test their protective activity whereas Holt et al. (1990b) 
could stimulate anti-capsule antibody production, but 
failed to stimulate immunity. Thus, although antibodies 
to capsular material are shown to  be protective against 
many bacterial pathogens on  their own (Hurpin et of., 
1992; Ricci ct of., I%), chc situation may be different 
for S. s l t u .  Indeed, in addition to  the capsule, other 
structures, such as bacterial proteins (Holt et al., 1990a; 
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Quessy et al., 1994a), are probably involved in the 
induaion of a comptete protection. However, bacterial 
doses injected in mice are, in general, quite high and it is 
conceivable that mAb 23 could protea  pigs against a 
natural challenge which may involve lower doses of 
bacteria. 

Pathogenesis of S. suis infecrions differs born that of 
other streptococcal infections i Wessels er al., 1989 ; 
Williams 8 i  Blakemore, 1990). In ha, although S. suis 
possesses capsular sialic acid, Iike group B sneptococci, 
sialic acid does nor seem to be involved in misrance to  
phagocytosis as for group B streptococci (Wcssels et al., 
1989). CapsuIar siaIic acid also plays a role in the 
pathogenesis of ocher meningius-causing bacreria such 
as Eschtrichia coli K 1 (Kim et at., 1992) and group 0 
Neisseria meningitidis (Jarvis & Vedros, 1987). Inter- 
estingly, these two bacteria have immunochemically 
identical capsules (Kasper et al., 1973). The sialic acid 
concentration in S. suis strains seems t o  be considerably 
lower than in other bacterial species which might 
explain, a t  least in pan, differences seen between results 
with mAb 23 and results with mAb of group B 
streprococci (Egan et )I., 1983; Teti et al., 1992)- 

Concluding remarks 

In conclusion, a m=\b directed to a S. suis capsular 
epitope, possibly the sialic acid moiety, was shown to 
have opsonizing capacities. In addition, this rnAb helped 
to eliminate bacteria from circulation in mice. However, 
protccrion in a murinc model could only be observed 
when mice were challenged with a sublethal dose of 
bacreria. Antibodies against other structures, such as 
cell-wall proteins, are probably needed to  obtain com- 
plete protection against infection due to  S. suis serocypc 
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IV- DISCUSSION 



I . Acide siatique et Streptococcus suis 

L'acide sialique est relie a la virulence de plusieurs pathogenes [215, 245, 

2481. Elliott et Tai [I 11 ont demontre la presence de NANA dans les capsules de 

S. suis serotypes 1 et 2. Cependant, la presence de NANA chez les autres 

serotypes de S. suis n'etait pas connue. Les tests d'agglutination en tube avec la 

lectine SNA I, specifique a NANA, ont permis de confirmer la presence de ce 

sucre dans la capsule du serotype 2, grace tout d'abord a I'absence de reaction 

chez un mutant non-capsule spontane et, plus tard, chez des mutants non- 

capsules isogeniques. La reaction d'agglutination etait fortement positive avec la 

souche sauvage mais beauwup plus faible avec les mutants. La specificite de la 

reaction entre S. suis et SNA I perrnet egalement d'etablir le lien impliquant 

NANA. Cette lectine reagit avec NANA et le galactose ou le N- 

acetylgalactosamine en position a(2-6) (NANA(a2-6)GalGalNAc) [31 O]. Ce lien 

se retrouve generalement en position terminale d'une chaine polysaccharidique 

[310]. De plus, toutes les souches de serotype 2 testees possedent elies aussi 

NANA. D'autre part, bien que la presence de NANA chez le serotype 112 ait ete 

acceptee de par ses reactions croisees avec des antiserums contre les serotypes 

1 et 2 [13], aucune etude a ce sujet n'avait prealablernent eu lieu. Nos 

experiences ont perrnis de confirmer ce fait, qui a aussi ete demontre avec notre 

anticorps monoclonal. Par ailleurs, les reactions avec SNA I ont mis en evidence 

trois autres serotypes possedant NANA, soient les serotypes 14, 15 et 16. Fait a 

noter, la souche de serotype 14, souche isolee d'un cas de meningite humaine 

[14], reagit exactement de la mgme fawn que celle de serotype 2 qui est 

d'origine porcine [12]. La reaction entre SNA I et S. suis nous donnait un outil 

pour etudier le r6le de NANA chez la bacterie. 

L'acide sialique avait deja ete propose comme facteur de virulence 

potentiel pour S. suis [68], bien qu'aucune etude a ce sujet n'ait ete effectuee. 

Malgre le fait que NANA soit present chez toutes les souches de serotype 2 

testees avec SNA I, la concentration de ce sucre chez des souches de virulence 

variable n'etait pas connue. Une variation a ce niveau pouvait expliquer les 



differences de virulence. Cependant, notre etude a demontre que toutes les 

souches de serotype 2 testees biochimiquement presentent la meme 

concentration de NANA, independamrnent de leur virulence. De plus, cette 

concentration est beaucoup plus faible que celle retrouvee chez d'autres 

streptocoques pathogenes, les SGB. En fait. la concentration de NANA dans la 

capsule de S. suis serotype 2 apres croissance in vitro est quatre fois moins 

elevee que celle des souches les plus virulentes de SGB et une fois et demie 

celle des souches les moins virulentes [31 I]. 

La concentration de NANA double apres croissance in vivo mais cette 

augmentation est probablement reliee a une plus grande production de 

polysaccharides capsulaires en general puisque la capsule double aussi en 

epaisseur. Cette augmentation est retrouvee chez les souches virulente et non- 

virulente testees. Donc, le r6le de la capsule dans la virulence ne dependrait pas 

de son epaisseur, tel que suggere par Quessy et wll. [I301 qui proposaient que 

seule la souche virulente pouvait augmenter I'epaisseur de sa capsule in vivo. 

Bien que I'epaisseur de la capsule de la souche virulente augmente apres 

croissance in vivo, I'epaisseur de la capsule de la souche non-virulente 

augrnente aussi lors de la croissance en chambres intraperitoneales chez le 

porc. contrairement aux observations faites chez le rat [I 301. Clifton-Hadley et 

coll. [9] avaient d'ailleurs remarque que I'epaisseur de la capsule d'une souche 

n'etait pas reliee a sa virulence. La meme observation a ete faite pour S. aureus 

type capsulaire 8; aucune difference n'a pu &re observee dans la virulence de 

souches produisant des quantites variables de capsule [312]. 11 est aussi 

possible que les bacteries aient absorbe NANA lie a des proteines de I'hbte suite 

aux echanges de fluide entre les chambres et la cavite peritoneale des porcs. 

Cependant, mOme si quelques souches reconnaissent des residus NANA 1981, 

tres peu d'etudes ont ete faites a ce sujet. L'adhesine "majeure" de S. suis 

semble plutet impliquee dans la reconnaissance du galactose [IOI]. 

L'augmentation de la concentration de NANA est donc probablement due a une 

augmentation de I'epaisseur de la capsule. 



Les resultats des concentrations de NANA selon la virulence des souches 

nous suggeraient que NANA ne jouait pas un r6le critique dans la virulence de S. 

suis. Cette hypothese a ete confinee d'abord gr5ce aux tests de phagocytose 

et ensuite grace aux essais de virulence effectues avec la souche traitee a la 

sialidase ou dont les residus NANA avaient ete bloques avec la lectine SNA I. 

Meme si NANA etait retire ou bloque, la phagocytose s'effectuait de la mCme 

f a ~ o n  que lorsque NANA etait present, que les bacteries aient ete testees apres 

croissance in viho ou in vivo. L'activation du complement ne semble pas 

affectee par la presence ou ['absence de NANA de S. suis. En fait, le 

complement ne jouerait pas un rdle critique dans la phagocytose de S. suis. 

Brazeau et coll. [298] ont demontre que lorsque du serum inactive ou non a la 

chaleur etait ajoute, la phagocytose etait augmentee de f a ~ o n  similaire. Ces 

resultats suggerent qu'un facteur du serum autre que le complement favorise fa 

phagocytose. Au niveau de la survie intracellulaire, I'absence ou le blocage de 

NANA semble accompagner une diminution de la survie de la souche virulente. 

Cependant, ce seul fait ne semble pas impliquer NANA de f a ~ o n  significative 

dans la survie intracellulaire des souches virulentes. De plus, si NANA avait eu 

un rble a jouer au niveau du systeme irnmunitaire non-specifique, son implication 

aurait ete demontree par son r6le anti-phagocytaire. Donc. I'absence ou le 

blocage de NANA aurait augmente la phagocytose des bacteries gr5ce a 

I'activation de la voie alteme du complement, les bacteries auraient ete eliminees 

rapidement et les signes cliniques et/ou la mortalite auraient diminue, ce qui n'a 

pas ete le cas. 

La faible concentration de NANA dans la capsule de S. suis peut, en 

partie. expliquer pourquoi NANA ne joue pas un rde  aussi critique dans la 

virulence que pour les SGB. Cependant, une autre possibilite existe. Selon 

Edwards et coll. [234], la position de NANA dans une chaine polysaccharidique 

est importante pour son implication dans la virulence. Lorsque NANA n'est pas 

en position terminale, la bacterie serait moins virulente. L'arrangement des 

sucres dans la capsule de S. suis serotype 2 n'est pas connu. Malgre le fait que 



la reaction avec SNA I implique un lien terminal, il est a noter que les bacteries 

doivent subir un traitement draconien avec la glycine-HCI (pH 2) chaude avant 

que la reaction soit fortement visible entre les cellules et la lectine. Ce traitement 

degrade des structures de surface et dissout des glycoconjugues pour pernettre 

une meilleure exposition des sucres impliques dans la reaction [313]. 11 est donc 

possible que NANA ne soit pas en position tenninale puisqu'une partie des 

sucres de la capsule peut avoir ete enlevee par le traitement. ce qui expiiquerait 

pourquoi NANA ne joue pas de r6le dans la virulence de S. suis. La reponse 

sera obtenue lorsque la structure de la capsu!e sera connue. 

Pourquoi alors S. suis produirait-il de NANA ? Le r6le de NANA pourrait 

Btre au niveau de I'interaction avec I'immunite specifique plutdt que non- 

specifique. La capsule de S. suis est peu immunogene [304]. D'ailleurs, il a ete 

demontre que des porcs proteges contre une infection possedent un faible titre 

d'anticorps anti-capsule de S. suis [52]. Le r6le de NANA chez S. suis pourrait 

etre d e  "mimer" les residus NANA retrouves sur les cellules de I'hbte, donc de 

limiter la production d'anticorps anti-NANA pour eviter les reactions 

autoimmunes. Finne et coll. 1257 ont d'ailleurs demontre que des anticorps anti- 

capsule de meningocoques du groupe B reagissent avec des cellules neweuses. 

D'un autre cdte, NANA pourrait bloquer les sites antigeniques susceptibles 

d'activer la production d'anticorps protecteurs ou simplement ernpecher 

steriquement I'attachement d'anticorps deja produits [244]. L'implication de 

NANA au niveau de I'immunite specifique est probablernent I'explication la plus 

plausible selon les resultats obtenus avec S. suis. D'ailleurs. selon I'hypothese 

suggeree par Williams et Blakemore 1781. la bacterie n'aurait pas inter& a 

prevenir sa phagocytose puisque ce serait son moyen de survie et de transport. 

2. Premier facteur de virulence confirm6 pour Streptococcus suis serotype 2 

Les capsules bacteriennes sont impliquees dans la virulence de plusieurs 

bacteries pathogenes [136]. La capsule entiere de S. suis serotype 2. non 

seulement sa partie NANA. a deja 6te proposee comme facteur de virulence [68]. 



Des etudes ont permis d'obtenir des resultats suggerant le r6le qua la capsule de 

S. suis pourrait jouer dans la virulence. Le mutant non-capsule spontane produit 

par passages successifs en presence d'anticorps anti-capsule est non-virulent 

chez la souris [291] et plus phagocyte que la souche sauvage [298]. Cependant. 

it manque au moins une proteine majeure de 44 kDa a ce mutant qui pourrait &re 

impliquee dans la virulence [291]. De plus, ce mutant n'a jamais ete teste chez 

I'h6te naturel, le porc. 

D'un autre c6te. Williams 12971 ainsi que Brazeau et cofl. [298] signalent 

que des souches vi~lentes et non-virulentes capsulees sont phagocytees de la 

meme fason. De plus, un facteur autre que la capsule aiderait a la survie 

intracellulaire des souches virulentes [297, 2981. Suite a ces observations et 

selon I'hypothese de Williams et Blakemore [78], la capsule ne serait pas 

importante dans la virulence de S. suis puisque les souches virulentes sont 

phagocytees, malgre leur capsule. survivent dans les macrophages et sont 

transportees jusqu'au systeme nerveux central ou elles causent la meningite. 

Cependant, le pourcentage de phagocytose est relativement faible. meme dans 

les experiences menees par Williams (8-12%; [297]). Les experiences que nous 

avons rnenees lors de cette etude ont confirme ces resultats, bien que le 

pourcentage de phagocytose soit Iegerement plus eleve avec des rnonocytes de 

porc qu'avec des macrophages peritoneaux de souris (20-30%). Un calcul 

rapide a partir de nos resultats obtenus lors des tests de phagocytose in vitro 

avec des rnonocytes de porc demontre que la majorite des bacteries demeure a 

l'exterieur des phagocytes. Alors que 18% de I'inoculum de depart de la souche 

sauvage est phagocyte, environ 82% des bacteries demeurent donc a I'exterieur. 

Par contre, Ion des tests de phagocytose avec les mutants non-capsules. les 

macrophages ont ingere la totalite de I'inoculum de depart. Ces resultats ont ete 

confirmes par Segura et coll. [I 921, la phagocytose etant mesuree cette fois-ci a 

I'aide de cornptes viables plutdt que par coloration vitale. 



La capsule wnfere donc une capacite anti-phagocytaire aux bacteries. 

Par contre, ce r6le anti-phagocytaire ne semble pas lie a un blocage de 

I'activation de la voie alterne du complement, cornme observe avec les test sur 

NANA. II est possible que la capsule interfere avec la deposition du facteur du 

complement C3b sur sa paroi comme chez C. fetus [180]. D'autre part. la 

capsule pourrait bloquer la liaison entre le C3b depose sur sa paroi et les 

recepteurs du C3b des macrophages comme chez S. pneumoniae et S. aureus 

[I 78. 1831. Cependant, des experiences additionnelles sont requises afin 

d'etablir les moyens utilises par S. suis pour inhiber sa phagocytose. 

La production de mutants isogeniques non-capsules a perrnis d'etablir 

I'irnportance de la capsule de S. suis serotype 2 dans la virulence. L'absence de 

capsule favorise la phagocytose, perrnettant a l'h6te d'eliminer tres rapidement 

les bacteries de la circulation. La capsule est impliquee dans la virulence par la 

protection qu'elle confere aux bacteries et cette survie permet la dissemination 

des bacteries chez I'hdte. II est possible qu'une variation dans I'epaisseur ou la 

production de la capsule soit requise, dependamment de I'etape de I'infection 

comme suggere pour d'autres bacteries [164, 2801. 11 a CU demontre pour S. 

suis que I'epaisseur de la capsule varie selon la phase et la milieu de croissance 

[290]. La bacterie pourrait avoir recoun a un contrde d'expression de la capsule 

similaire aux SGB [280]. La presence de la capsule de S. suis affecte 

I'exposition d'adhesines [101]. II est donc possible qu'au debut de I'infection, la 

capsule soit plus ou moins exprimee pour permettre I'adherence et la 

colonisation de I'hdte, alors que pendant I'infection, la capsule doit &re presente 

pour la resistance a la phagocytose. 

Malgre tout, la capsule n'est pas un facteur de virulence unique. Cet 

argument est d'ailleun renforce par les resultats obtenus suite aux essais 

d'infections avec S. suis serotype 8 (11481, voir Annexe). Alors que les capsules 

de S. pneumoniae types 19A et 19F et S. suis sdrotype 8 presentent des 

epitopes communs, seuls les pneumocoques causent des l6sions chez le 



cobaye; aucun signe clinique n'a pu &re detecte suite a I'infection de cobayes 

par une forte dose de S. suis serotype 8 ([148]. Annexe). Par wntre, malgre le 

fait que certaines capsules possdent des &pitopes wmmuns. la possibilite que 

la composition chimique de ces capsules difFere ne peut etre ecartee. D'ailleurs. 

il a ete demontre que les capsules des types 3 et 8 de S. pneumoniae ont des 

capsules chirniquement differentes bien qu'elles partagent des epitopes 

sirnilaires [314]. Ces distinctions pourraient &re a I'origine de la difference au 

niveau du caractere virulent des souches, comme il a aussi ete dernontre pour N. 

meningitidis: bien que NANA soit present chez ces batteries, sa position dans 

les chaines polysacchandiques est importante pour la virulence des souches 

[234]. Chez S. suis serotype 2, des souches non-virulentes capsulees ont ete 

rapportees f31, 431. Des facteurs de virulence autres que la capsule, encore 

non-etudies ou toujours inconnus, sont donc requis. La capsule est cependant 

essentielle pour les souches virulentes; la capsule doit les proteger le temps 

qu'elles produisent les autres facteurs de virulence. La virulence de S. suis 

serotype 2 est probablernent multi-factorielle. I1 serait interessant d'etudier plus 

en profondeur les differences entre les souches virulentes et non-virulentes afin 

de determiner quels sont ces autres facteurs qui influencent la virulence. Des 

etudes ont deja ete faites au niveau des proteines [43, 501 mais aucune n'a pu 

&re impliquee directement dans la virulence jusqu'a ce jour. Une etude pourrait 

6tre faite au niveau moleculaire. Une technologie recente. la "rnutagenese a 

etiquette" [315], permet d'identifier sirnultanement des genes relies a la virulence. 

Par des marquages differencies sur un transposon utilise pour la rnutagenese, un 

groupe de mutants peut &re injecte dans un meme animal, les isolats virulents 

re-isoles de la rate de I'animal et ces isolats cribles par PCR avec des sondes 

preparees a partir de tous les transposons marques differemment. En 

comparant les isolats aux clones de depart. les mutants non-vimlents sont 

reperes parmi ceux ne reagissant pas avec les sondes. Les sites d'insertion du 

transposon chez ces mutants peuvent ensuite &re sequences pour wnnaitre les 

genes interrompus pouvant $tre relies la virulence de la souche [315]. Cette 



methode pourrait permettre d'identifier plusieun facteurs impliques dans la 

virulence de S. suis. 

Puisque la capsule emp6che la phagocytose de S. suis. I'hypothese du 

"cheval de Troie" suggeree par Williams et Blakemore 1811 sembfe peu probable. 

Une nouvelle hypothese pourrait impliquer les bacteries libres. Resistant a la 

phagocytose grace a leur capsule, les bacteries suwivent et voyagent dans la 

circulation sanguine jusqu'au systeme nerveux central. A ce niveau. elles 

traversent librement la barriere hemato-meningee en interagissant avec les 

cellules cervicales etlou en favorisant la production de cytokines inflammatoires 

qui augmenteraient la perrneabilite de la bartiere hemato-meningee. 

3. La capsule. facteur de protection partielle 

La capsule etant la premiere composante bacterienne a entrer en contact 

avec le systeme immunitaire de I'hdte, elle est aussi une des premieres a le 

stimuier. Chez d'autres bacteries, des anticorps anti-capsule, monoclonaux ou 

polyclonaux. sont en general protecteun [I 15, 209. 260. 261. 3161. Un anticorps 

monoclonal (AcMo 23) produit contre S. suis s6rotype 2 reconnait un epitope 

capsulaire contenant NANA. Fait interessant. cet anticorps reagit avec les 

serotypes 1 et 112 en plus du serotype 2. Bien que les reactions croisees entre 

les serotypes 2 et 112. et 1 et 1/2 aient W attendues. cet anticorps a permis pour 

la premiere fois de demontrer des epitopes communs entre les serotypes 1 et 2. 

Ces epitopes irnpliqueraient NANA. 

Bien que NANA ne soit pas implique dans la virulence de S. suis. il 

pouvait 6tre implique dans la protection. L'AcMo 23 a demontre une capacite 

opsonisante lors de tests de phagocytose sur lames in vitro. L'opsonisation etait 

similaire a celle obtenue avec des anticorps polyclonaux. Des resultats 

semblables ont ete obtenus Ion de tests de phagocytose en suspension 

mesures par cytometrie en flux apres opsonisation avec des anticorps 

polyclonaux [299]. Malgre le fait que la phagocytose avec les anticorps 



polyclonaux n'etait pas tres elevee, il semblerait que ces types d'anticorps soient 

suffisants pour wnferer a des souris une protection totale contre une dose letale. 

Par contre, AcMo 23 n'a pu prot6ger totalement contre cette mdme dose letale, 

malgre la presence d'une grande quantite d'anticorps. Cette quantite etait 

beaucoup plus elevee que celle utifisee, et generalement protectrice. contre 

d'autres pathogenes [262, 31q. Une reduction de la dose de bacteries injectees 

en presence de AcMo 23 a resulte en la protection de toutes les souris. Un 

AcMo utilise comme contrBle negatif (AcMo anti-LPS d'A. pleuropneumoniae) n'a 

montre aucune protection a la mCme dose que AcMo 23, indiquant que la 

protection conferee par 23 etait specifique et non due a une grande quantite 

d'lgG. Le test d'elimination d'une dose sous-letale de bacteries chez la souris a 

montre que AcMo 23 pouvait avoir un r6le dans le contr6le de I'infection. Les 

resultats de ce test suggerent que AcMo 23 pourrait eventuellement proteger des 

porcs infectes par une dose 'naturelle" de S. suis, soit une dose beaucoup plus 

faible que celle utilisee dans les tests. Cependant. cornme il est probable que la 

capsule seule, bien qu'impliquee dans la survie, ne soit pas impliquee 

directement dans I'apparition de signes cliniques et syndromes causes par les 

souches virulentes (puisque les souches non-virulentes sont elles aussi 

capsulees), la production d'anticorps anti-capsule n'est possiblement pas 

suffisante. Des anticorps contre d'autres antigenes, comme des proteines [289, 

29 1, 305, 3 181, seraient necessaires pour arrgter I'infection. Les resultats de 

protection avec les anticorps polyclonaux supportent d'ailleurs cette hypothese. 

Le serum hyperimmun, qui contient des anticorps anti-capsule et anti-proteines. 

a reussi a proteger les souris contre une dose letale. 

D'un autre c6te, une immunite cellulaire peut aussi &re requise si la 

bacterie envahit certaines cellules. II a &e demontre que I'injection d'interleukine 

1 p (IL-1 p) et d'lL-2 ameliore la reponse immunitaire des porcs [309]. Le nombre 

de leucocytes augments, de meme que le nombre de cellules T cytotoxiques 

(CD8+). L'activite des cellules NK est stirnulee ainsi que la production d'anticorps. 

Cependant, tel qu'observe avec nos resultats, I'immunite cellulaire ne viserait pas 



les macrophages qui phagocytent peu S. suis. De plus, la dose d'lL-1 P requise 

pour avoir une bonne protection a cause des problemes de croissance aux porcs 

immunises. Par contre, IL-1P a augmente la reponse humorale contre S. suis, 

specialement contre les proteines. Ces resultats supportent I'hypothese que des 

anticorps anti-proteines seraient efficaces contre I'infection. 

Un groups finlandais ayant identifie et caracterise une adhesine de S. suis 

propose qu'un vaccin contre cette adhesine pourtait ernpgcher la colonisation 

des porcs par la bacterie [ I O I ,  3191. Cependant. I'adhesine devra etre exposee 

en surface pour que les anticorps soient efficaces. A ce sujet. ce meme groupe 

a demontre que la capsule pouvait masquer les adhesines [101]. 11 a d'ailleurs 

ete suggere que la capsule pouvait rnasquer les epitopes d'anticorps protecteurs 

[I 301. Cornme ii est possible que la bacterie contrdle I'epaisseur de sa capsule 

selon I'etape de I'infection, un vaccin effcace devrait contenir des anticorps anti- 

capsule et anti-proteines. 



V- CONCLUSIONS 



L'acide sialique capsulaire de S. suis serotype 2 n'est pas un facteur de 

virulence critique pour la bacterie. 

Par contre, malgre le fait que NANA capsulaire ne soit pas requis pour la 

virulence, la capsule de S. suis serotype 2 est un facteur de virulence important. 

La capsule est le premier facteur de virulence decrit pour S. suis serotype 2. 

Cependant, bien que la capsule soit requise pour la virulence, des 

anticorps wntre d'autres epitopes, en plus des epitopes capsulaires, sont requis 

pour une protection complete. 

Les resultats obtenus durant ce projet tendent a contredire I'hypothese de 

la traversee de la bamere hemato-meningee par les bacteries via leur transport 

et survie dans les macrophages. La phagocytose etant limitee par la presence 

de la capsule, les bacteries demeureraient a I'exterieur des phagocytes dans la 

circulation. Une nouvelle hypothese serait donc que les bacteries traversent la 

barriere hemato-meningee librement. 

Les outils obtenus et les techniques developpees durant ce projet 

permettront une rneilleure comprehension de la pathogenese de la bacterie. 

Cette comprehension permettra I'etablissement de meiileurs moyens de contrde 

et de protection contre S. suis serotype 2. 
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Streptococcus pneumoniae types 19A and 19F and Streptococcus suis capsular 

type 8 share common capsular epitopes 
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Smprococcw pneumoniae is a gram-positive baaerium as- 
sociated with various human infections (12). and it occasionally 
causes different infections in animals (17). In addition to a 
common group antigen (cell wall poiysaccharide). 85 type- 
specitic capsular pneumococcal poiysaccharide antigens have 
been identified (18). 5- pnewnoniae type 19 is composed of 
four cross-reacting xrotypes. namely. 19A. 19F. 198. and 
19C. One of the most common types causing pneumococ- 
cal disease in young children is type 19F. which ranks first 
among a11 pneumococcal isoiates recovered from children 
with acute otitis media (12). The chemical structures of the 
19.4 and 19F capsular polysaccharides have been reponed 
by Jennings and coworkers (9). These polymers are com- 
posed of similar trisaccharide units and differ only in the po- 
sition of the linkage to the a-i-Rha, residue. Immunobgial 
cross-reactions beween these goups  are frequently obsened 
(11). 

Slrcprococcus suir is one of the most important swine parho- 
gens. It is also an imponant zoonotic agent causing mainly 
meningitis and endocarditis (1 )- So hr. 35 capsular types have 
been described (1. 7). of which capsular types 2. I/$, 3. and 8 
are the most commonly isolated from diseased pigs (6 ) .  Of 
these. capsular ~ p e  8 is frequently isolated in u s e s  of bron- 
chopneumonia. 

Cross-rertcrions among capsular polysaccharides of patho- 
genic bacteria. and between normal flora bacteria and patho- 
eenic microorganisms. have previously been descnid .  For 
;xarnple. IVei'~~rio meningiridir groups A B. and C crossreact 
with fiche'chio coii K93. KI. and K92, respectively, and Hat- 
rnophilus influeme type b cross-reacts with € coli KlOO ( 8 ) .  
Cross-reactions between pneumococci and other streptococci 
are frequently obsemcd. these being mainly due to cell wall 
pol)3accharides and F antigen (15). However. wing rabbit 
sera. Lee et at. (13) observed cross-reactions between S. pneu- 
moniae group 19 and another S ~ ~ ~ O C I X N  strain (which was 
later considered the reference strain of S. suis capsular type 8) 
which were due not to cell wall polysaccharides but probably to 
the capsule. since the biochemicai compositions of the capsular 
materials of both microorganisms were very similar. In the 
present article we repon that monoclonal antibodies ( M b s )  

' Corresponding author. Phone: (514) 773-8521. a 8374. F ~ K  
(5  14) 778-8 108. Electronic mail address: gomchm~ERLUMonutai. 
c& 

against S. pncumonioe types 19A and 19F cross-react with 5. 
nrir capsular type 8. 

Two MAbs were used. MAb CS19 HI1. which was previ- 
ously d e s c n i d  (10). and MAb 182, A-1. W b  a 1 9  H11 was 
obtained after immunization of mice with the 3-valent pneu- 
rnococcal vaccine (Pneumovax N; Merck. Sharp and Dohrne, 
Rahway. NJ.). Its ison-pc is immunogiobulin A. and it reacts 
with both 19A and 19F polysaccharides. This specificin- was 
confirmed by dot bloaing with heat-killed pneumococci and 
pero.ridascsonjugated rabbit anti-mouse immunog1obulins as 
a secondary antibody. MAb 182, A-1 was obtained after im- 
munization of mice with a heat-killed and sonicated suspension 
of pneumococci of type 19F (field strain 3 3 . 8 9 )  followed by a 
final immunization with purified 19F capsular polysaccharidcs 
(American Type Culrure ColIection. RocL~ille. bfd.) before 
fusion. as previously described ( 10). The i s o ~ p e  belongs to the 
immuno~lobulin M class. and this MAb also reacts with r ) p s  
19A and 19F- 

The MAbs were tested by dot blotting with S. SUK strains. as 
well as with Enrerococcus faeculis (seven stnlns)  and Smpro- 
coccus boris (five strains). Reference strains of 5. suir capsular 
types 1 to 34 and epe 1/2 originated from our labontor).. In 
addition. a total of 33.1 field strains. representing all described 
capsular r).pes (including 81 capsular type 8 stnins) and iw- 
lated from diseased animals at the Diagnostic Liboratop at 
the FacultC de Medccinc Veterinaire. Universitc de Montreal. 
were also tested. Biochemical identification and s e ro~p ing  
were carried out as previously described (5 ) .  These field strains 
(with accompanying scrotyping results) wcre kindly supplied by 
Roben Higgins. Universirk de Montreal. Saint-Hyacinthe. 
Quebec. Canada- 

Dot blotting was performed as previously described (10). 
with some modifications. Briefly. streptococci were cultivated 
aerobically overnight at 3PC on 5% mine blood agar plates: S. 
pnewnonioe strains were grow in a 5% CO, atmosphere. 
Places were washed with phosphate-buffered saline (PBS: 0.01 
M. pH 72)  containing 0.055 formaidehyde. and the suspen- 
sions were diluted in the same buffer to obtain an optical 
density of 1.0 at 514 nm. The suspensions were sponed onto 
nivocellulor membranes ( Bio-Rad La bomtories. Hercules. 
Calif.). and after blockage for 30 min with a 2% casein solu- 
tion. the membfancs were incubated for 1 h at room tempcr- 
aturc in the presence of either MAb (ascitic fluid diluted 
1EOO). After being washed several times with PBS. the strips 
wcre incubated for 1 h at room temperature with peroxidax- 



conjugated goat anti-mouse immuno~obulin (Jackson Imrnu- 
noresearch Laboratories Inc.. West Grove. Pa.). Strains of S. 
pnruntontae Qpes 19.4 (strain 823323) and 19F (strain 3 1 17). 
hndly provided by Josee Harnzl (National Laboratory of Im- 
munology. Ottawa. Ontario. Canada), werc used as positive 
controls. The 5 ruis capsular npe 8 reference strain and the 5. 
pnrumottlae control strains were aIso tested after cell treat- 
ment with proteinase K (100 ~gcml )  (Si-ma Chemical Co.. St. 
Louis. Mo.) in PBS at 5S'C for 1 h. Periodate oxidation was 
performed by incubation of the antigens with 15 mhl NalO, as 
previousl~ described ( 19). 

Results showed that among the S. mir reference strains. 
both MAbs reacted only with that of capsular type 8: all other 
capsuIar ~ p e s  tested negative. Similar results were obtained 
with the 5. suis field strains. In the latter case. W b s  182 
A-1 and CS19 H 1 1  recognized all and 56 (699)  of the 81 
capsular type 8' field strains. respectively. indicating that the 
reacting epitopes involved are most probably different. 
Epitopes recognized by both . M b s  are polysaccharidic in na- 
ture. since the reaction was not adected afrer treatment with 
proteinase K. whereas it completely disappeared aftcr perio- 
date oxydation (19). Finally. all other field strains of S. sub 
belonging to capsular ~ p e s  other than type 8. as well as the E. 
faccalis and S. bow3 strains. werc completely negative with 
either .MAb. 

lmrnunogold labeling was carried out to verify whether the 
epitope recognized by MAb 182. A-l was located at the bac- 
terial cell surface. Grids with bacteria (S. nrir capsular typc 8 or 
S. pneumoniac type I9F) were incubated with the U b .  and 
after washing. gold-labcicd goat anti-mouse immunoglobulin 
( 10-nm-diameter gold colloidal panicles; Sigma Chemical) was 
added. Grids were examined with an clecvon microscope 

(Philips 101) at 3n accelerating voltage of 60 kV. as previously 
described (4). Figure 1 shows that the epitope is located at the 
bacterial surface for the S. suis and S. pneumoniae strains. since 
an extensive labeling over the entire bacterial surface was ob- 
x ~ e d .  To confirm that the epitope recognized by h U b  181. 
A-1 was located in the capsule. immunostabiIizstion of the 
capsular material of the S. sub capsular QQe Y reference strain 
was performed as previously d e s c n i d  (4). Agar-grown bacte- 
ria were harveaed and exposed to the h U b  diluted 1i100. 
Bacterial celb were then suspended in cacodylate buffer (0.1 
M. pH 7.0) conraining glutaraldehyde and ruthenium red ( 14). 
Controls without W b s  were processed simultaneousl~. Re- 
sults showed that ,cUb 18L A-I was able to stabilize the 
capsule of S. suis capsular rypc 8. which o thcwix  collspses 
during prepantion for electron microscopy (Fig. ZA and 8). 
Similar results were obtained with ~%b CS19 HI 1 (data not 
shown). In addhion. thin sections of ruthenium red-stained. 
immunos~abilizcd cells of S. suis capsular type 8 (seen in Fig. 
3) were immunogold labeled as described above, Gold par- 
ticles associated with the capsular material layer were observed 
(Fig. X). 

We have confirmed that S. pneumoniae type 19 ( 19A and 
19F) and S. suu capsular type 8 share at lczr w o  common 
cpitopcs, which are capsular in origin. Differentiation of these 
species may be compIicated. since they are morphologically 
very similar: moreover. S. suis suains are frequentlv misiden- 
tified as S. pneumoniae when rapid multitest systems. such as 
the Rapid-Strep API System. are used (3). In addition. o p  
tochin-susceptible sub isolates have recently been reported 
(16). Athough the capsule of S. pneumonlae has k e n  consid- 
ered a major virulence factor. S suir capsular type 8. which 
posscsscs an andgenicaliy similar upsulc. has not been iso- 



laced from humans so far. Furthermore. while p n e u m o c d  of 
group 19 are highly invasivc in laboratory guinea pigs. possibly 
because of their capsular material (13)- diiictcnt strains of S. 
suis capsular p-pe 8 failed to produce any clinical sign after 
intrapcritoneal chalkngc with a large number of bacteria (un- 
published observations). Finally, M A b  182 A-1 may be used in 

RG. 2. Tnmmtuton clearon mtcmp3ph of thtn vcrrons of cells of 3. urrr 
146367d mubated wtth MAb t6Z A-I and stalned mtth ruthen~um red 1.4) or 
star& w t h  ruthenturn red utthout antl- s t~bt lumon (81 tC) Ruthenturn 
red-smnd ~mmunosaabtlucd cells tncubated w h  % L a  18:. A-I and collo~drl 
gold Iak lcd  srth g a r  m t t - m o w  mmunoglobulrn. Elas 'a) nm 

diagnostic tests for the seroryping or rapid identification of 5. 
sub capsular cype 8. 

We arc in debt to Tomnn Sfarigaard. Gunnhild \'olIc. and Bcma- 
detrc Foir); for thctr  uspen technical ~ s i s t ~ n c c .  We also 3cirnm tcdgc 
Ocan Cajn for reviewing the manuscript. 

REFERESCES 
1. Amds J, m o d  H. t.an. 1988. .Ucntnpr~s caused S t ~ r o ~ t x c ~  sure m 

humans. Re\.. Iderr. Rs. LCl3l-137. 
Z C r r s c h I L  M, R. Hiqior .U. J-. SC kudaia .sd J. Hmrichwo. 

1991 Char~~terua t ton  of su n w  a p u l a r  ppcs r 3  through 2s) of Smpro- 
coccus mu. J. Cltn. Micrwbtol. .*29&259J 

3. C.rucWL M, II Hmlu. .W J.cporr .W k&ia .ad J. Hrnrichwm 
1991. Lsohrion and c h r J n c n z a t ~ o n  of Smprocacm w s  capsular 
9-22 J. Vet. Dtap.  lnvmt 3 M .  

4. CacwLJL 1W, I1 Hmar .U. Jrgrrr. ud J. D. Dukroil. 192 Pmduc- 
uon and cturwtcnwrmn of NO Smpcococcu IULI a p l a r  ppc 2 m u n n u .  
V c r  M i d ~ o l .  JI.30-71. 

5. wm. IL .d St. CmtscbaIL 1990. An update on S m y o c a x w  surrrr 
identttiatton. J. Vet. Dwpn. h a t .  2249-252 

6. H & h r  L M. CamchIt  .H. k..kir u d  S. II.rlulr. 19YL Dlstnbuuon 
of Smporoccy~ mu a p u l a r  rypa In Quebec m d  western G m d a .  Can. 
Vet. J. 333-30. 

7. L M. C.rrwLu. A Lku ud J. HrnrkLm Dcxr~prton of s u  
new apruhr ppa of Smpoc~ccw mu. J. Vct. D w .  I m a . .  rn p m r .  

8. kubg. W. J. IWO. Capsular p o w h a r i d a  as w m n c  andidatcs.  Cum. 
Top. Microbwl. ImmunoL 1-7-127. 

9. J.ui# ll J, K. G. W L  a d  0. J. Cuh 1980. Srucrunl detcrmrn~cton 
of the capsular poiyacchmdc of Smptcxcxrur pncvmonauc rypc 19 (19F). 
Cur J. Chcm 5&IM3-107A 

10. Y.Yrrl J, L &bugu E S . . m r  M. M t  C. L a m u L  amd T. Scmm. 
1992 Munnc monodonat anribodia agtnst  pncumococol apsular  pol?- 
&an& ryes 4.8. 3 and l 9 r t  l9F. APMIS 1-1-94. 

1 I.  -. T, C-J. Lt 1- Hvrichrr 0. J. Crk 1. M S t d L  Ud 
1. 8. ..bkrr, 1978. Charwrcruarmn of the cross-rcwtton k r r c e n  t y c  
lPF(19) a d  IPA(57) plcumoaKcll a p u h r  pofysaahrndes compoutio~l 



xxii 

16. Sunr P, .W. lrur a d  J. M Curra 1091. B ~ a h c m m l  trvu and antlml- 
cmbd ursocpc~b~l~v of S t m p o c a a  nus mhtcd from Jaughtcrcd ptp. J 
Vcr M d .  Srr. B 4-17. 

17. V.LuJrrJ,P.GdkJ.L.W.ntL I . ~ i c r C C b i r d . M .  M d l u d ~ d  
A tnuc~ 1988. Scpuccm~a i plrcumocoqua t S m p r a u c w  prnunonwc) 
&a M e r m ~ e s  ammala (bovln. apnnc. rongeursj. Muc en -1- 

&na en Fruwt Bull. Soc. Vet. Rat Fr. 7 2 3  1-221 
IS. V n  Dmmr J. E. G, .C F h r .  u d  H. him- 1- Immunogenm~ a d  

unmunochemntp of Smpraarrrr pnrumorunc a y u l a r  p d y h a n d o  
Anlome L N v t n h o r k  *I-17. 

19. W r d .  .W P, W. U'. V a r y .  Jr- ul R A. I w  Detca~on 
of monodonal antrbodm spcnfic lor arbo&dntc cptt- uwng pcnodatc 
audauon. J. ImmunoL Me- -143-153. 


