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Introduction

La production porcine québécoise, qui représente 30 % de la production canadienne et génére pres
de 2 milliards de dollars de revenus par année, fait face a des défis liés aux infections par
Staphylococcus hyicus (MAPAQ, 2022; Statistique Canada, 2021). Cette bactérie provoque
I’épidermite exsudative (EE), le troisiéme probléme de santé le plus souvent répertorié chez les
porcelets au Québec (MAPAQ, 2022). L’infection entraine des 1ésions cutanées, des retards de
croissance et une déshydratation qui peut entrainer la mort des porcelets (Devriese et al., 1978).
Les traitements antibiotiques contre cette bactérie sont souvent inefficaces en raison de
I’antibiorésistance (Moreno et al., 2022) et aucun vaccin commercial n'est disponible (Park et al.,
2013). Des vaccins autogenes sont possibles, mais leur production est longue, coliteuse et limitée
par la capacité d’identifier les souches virulentes responsables des infections (Arsenakis et al.,
2018).

Les principaux facteurs de virulence de S. hyicus actuellement connus sont les toxines exfoliantes,
des protéases a sérine (Ahrens et Andresen, 2004; Sato et al., 2000). Cependant, 1’absence des
genes codant pour ces toxines chez certaines souches virulentes (Moreno et al., 2022) démontre un
flou autour des marqueurs moléculaires révélant la virulence de S. hyicus. De plus, la coexistence
de souches virulentes et non virulentes chez les porcelets affectés complique les diagnostics
(Wegener et al., 1993). Afin de développer des outils diagnostiques efficaces et poser les bases de
nouveaux traitements contre I’EE, une compréhension des mécanismes de virulence est nécessaire.

Objectif du projet

Cette maitrise vise a identifier et valider expérimentalement de nouveaux génes de virulence
chez S. hyicus. Nous posons 1’hypothése que certains génes jouent un rdle clé dans la virulence
de S. hyicus, et que leur inactivation réduira cette virulence. Ainsi, via une approche de
mutagenese avec I’outil CRISPR-Cas, nous produirons des mutants de délétion pour des genes
suspectés de jouer un role dans la pathogénicité et en vérifierons I’impact sur le comportement de
la bactérie. Les genes candidats ont été sélectionnés a partir d’études comparatives de génomes
de souches virulentes et non virulentes (Leekitcharoenphon et al., 2016; Naushad et al., 2019),
ainsi que par homologie avec des facteurs de virulence connus chez S. aureus, I’espece la plus
¢tudiée du genre Staphylococcus. Parmi eux figurent le géne spa (Rosander et al., 2011), des
composants du systéme de sécrétion de type VII (Calcutt et al., 2015), une ADP-ribosyltransférase
(Wegener et al., 1993) et des génes liés aux sidérophores (Naushad et al., 2019). Bien que ces
déterminants aient été proposés, leur role dans la virulence reste a confirmer expérimentalement.



Résultats et suite du projet

La premiére année du projet a permis de mettre en place une plateforme d’édition génomique
adaptée a S. hyicus, une avancée majeure pour 1’étude de ce pathogene. Les principales étapes ont
été : (1) Optimisation de I’introduction d’ADN plasmidique par ¢lectroporation (2) Conception de
plasmides d’édition génomique (3) Production d’un mutant de délétion du gene lip, validant la
faisabilité de 1’approche. Ce protocole s’appuie sur un systétme CRISPR-Cas9 développé chez
S. aureus (Chen et al., 2017), adapté aux particularités de S. hyicus.

La suite du projet sera consacrée a I’inactivation de génes candidats de virulence et a 1’évaluation
de leurs effets. Les mutants seront comparés aux souches parentales a I’aide d’un test de prédation
avec ’amibe Dictyostelium discoideum (Bonifait et al., 2011), pour mesurer I’impact des geénes
ciblés sur la virulence. Selon leur fonction, d’autres caractéristiques seront étudiées via tests de
croissance, analyses biochimiques et protéomiques. Des expériences de complémentation
génétique confirmeront le role direct des genes ciblés.

Perspectives et applications

Le protocole d’édition génomique développé pour S. hyicus permet désormais de tester
directement le role des génes suspects dans la virulence. A court terme, cet avancé permettra
d’identifier de nouveaux facteurs de virulence, d’améliorer les outils de ciblage des souches
pathogeénes et de fournir un protocole applicable a 1’étude d’autres genes et mécanismes
biologiques chez S. hyicus. A long terme, ces avancées fourniront des connaissances essentielles
pour orienter le développement de stratégies vaccinales ou thérapeutiques et pour mieux cibler
I’'usage des antibiotiques. Ce projet représente ainsi une étape clé vers des solutions concrétes et
durables pour I’industrie porcine.
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