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INTRODUCTION

Les bactéries sont de répartition mondiale et ne cessent de progresser. Elles constituent
aujourd’hui, dans les pays en voie de développement dont 1’Algérie, la premiere cause des
problemes sanitaires chez I’homme et chez I’animal : les bactéries font donc 1’objet d’une étude
approfondie sur la physiopathologie des infections induites par ces agents infectieux.

Au sein du vaste probléme pose par ces bactéries a la fois dans les différentes productions
animales et pour la santé publique, les ruminants occupent une position particuliére dans la
mesure ou ils sont eux-mémes victimes d’infections bactériennes cliniquement graves et
économiquement lourdes.

Chez les ruminants, ces infections bactériennes se caractérisent par une grande diversité dans
la physiopathologie : on parle de la physiopathologie des maladies infectieuses bactériennes
chez les ruminants.

Compte tenu de la gravité de I’infection tant sur le plan vétérinaire que du point de vue
hygiénique, la connaissance des conséquences fonctionnelles sur les différents organes de 1’étre
vivant doivent étre pris pour établir le meilleur traitement.

Ainsi, il nous a semblé intéressant de faire le point sur la situation immunitaire et clinique de
I’étre vivant et la situation épidémiologique de ces bactéries. Mon travail décrit tout d’abord les
connaissances actuelles en terme de bactériologie et de pathogeénie. Puis, les multiples aspects
cliniques seront abordés. L’étude de 1’épidémiologie de ces bactéries nous permettra de
conclure les moyens de lutte les plus efficaces.



Chapitre 01 :

Physiopathologie des infections bactériennes des intestins
(Chez le veau)



1. La contamination par la microflore banale et pathogéne chez le veau nouveau-né

Le nouveau-né, dont le tube digestif est stérile et dépourvu d’immunité a la naissance,
a de grandes chances de ne pouvoir résister a I’agression des bactéries pathogeénes. Mis en
présence de plusieurs écosystemes bactériens différents tels que le vagin et les feces de la mere
puis le sol et I’atmosphere, il doit établir trés rapidement un systéme de défense contre cet
environnement hostile. La microflore digestive, associée a I’immunité colostrale, va jouer dans

ce domaine un réle capital.[01]

La microflore digestive va ainsi se développer tres rapidement dans le tube digestif du
nouveau-né et on peut affirmer que, dans les 24 heures au plus qui suivent la naissance, le
nombre total de bactéries aura atteint sa valeur maximale (10° —10%g de féces) qui restera

constante tout au long de la vie de I’'individu.

Par ailleurs, la colonisation du tube digestif se fait nullement au hasard. Elle résulte au
contraire d’une trés ancienne et trés étroite adaptation des espéces bactériennes aux différentes
niches du tube digestif, 1’hote nouveau-né¢ étant a méme d’effectuer directement ou

indirectement un tri parmi les espéces qui se présentent.

Parmi les bactéries qui contaminent le nouveau-né, certaines seront incapables de
s’implanter et les premicres especes qui s’ établissent ne sont pas nécessairement celles qui sont
les plus abondantes dans les différents écosystemes rencontrés puisque certaines seront

définitivement €éliminées par d’autres qui se présenteront plus tard.

Alexander [02] considére d’ailleurs que, pour pouvoir coloniser le tube digestif, les
especes bactériennes doivent étres autochtones, c’est a dire a méme de se développer,
s’implanter des la naissance, étre toujours présentes chez les adultes normaux, coloniser des
zones particulieres du tube digestif, rester stable chez ’adulte ; enfin étre intimement associées
a I’épithélium.

A Topposé, on doit considérer que les bactéries pathogenes sont des allochtones
puisqu’elles ne s’implantent pas dés la naissance et qu’elles ne sont présentes dans le tube

digestif qu’a I’occasion d’événements anormaux et pour une durée limitée.
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L’hote agit sur 1I’équilibre de la microflore microbienne qu’il héberge grace a un certain
nombre de mécanismes. Le péristaltisme, la température, le potentiel d’oxydo-réduction, les
sécrétions digestives exercent en effet une influence déterminante. Un déréglement de ces
mécanismes pourrait alors accompagner un accroissement important de certaines bactéries de
la microflore dans un des compartiments donnés du tube digestif et provoquer ainsi un
déséquilibre ou I’apparition de bactéries pathogeénes. On peut en effet voir ce phénomene lors
d’hypomotricité de l’intestin gréle chez le veau atteint de diarrhée avec ’apparition des

Escherichia coli pathogénes.

En fait, on peut voir différents types d’infestation du tractus digestif du jeune veau dus
a des bactéries :
- les salmonelloses, induites par Salmonella dublin et Salmonella typhimurium, atteignant des
veaux souvent agés de plus de trois semaines, et provoquant des septicémies rapidement
mortelles. Les agents pathogenes sont des bactéries a Gram négatif, non sporulée. Ce sont des
parasites intracellulaires facultatifs,
- les entérotoxémies, provoquees par Clostridium perfringens,

- les colibacilloses, dues a Escherichia coli, bactérie gram négatif.

Si la prévalence des Escherichia coli dans les diarrhées néonatales des veaux est basse
[03], les colibacilloses représentent encore une des principales causes de pertes économiques

de I’¢levage chez les jeunes veaux.

L’¢tude se portera donc principalement sur cet agent bactérien, cependant, il est quand
méme important de souligner certains détails :
- tout d’abord, contrairement a des espéces fortement pathogenes comme Salmonella, la
pathogénicité d’Escherichia coli ne peut étre liée a sa seule présence dans I’intestin du veau
malade puisqu’Escerichia coli est un hote normal du cblon et du cecum, s’implantant dés la
naissance chez le jeune. Smith[04], Contrepois et Gouet [05], en suivant I’évolution des genres
bactériens dominants (E. coli, Clostridium, Streptococcus, lactobacillus, Bacteroides) chez des
veaux sains agés de quelques heures & une douzaine de jours, ont en effet montré qu’E. coli
apparait chez I’animal agé de 8 heures et que c’est a 24 heures que les dénombrements sont les
plus élevés ; dans la caillette, le duodénum et le jéjunum, ils peuvent étre absents ou ne
dépassent généralement pas quelques milliers par gramme. lls apparaissent nettement a partir

de I’iléon (10*-108/g) et c’est dans le caecum et le colon qu’ils atteignent 10%/g et parfois plus.

11



Au plan qualitatif, il s’avére en premier lieu que les souches d’E. coli isolées des veaux sains
(E. coli saprophytes) possédent des caractéres tout a fait différents de ceux des veaux malades
(E. coli pathogénes), ce qui sera étudier plus précisément plus loin dans cet exposé ;

- d’autre part, comparativement aux animaux sains, la microflore des veaux atteints de diarrhée
se caractérise par une augmentation génerale du nombre de bactéries anaérobies facultatives,
principalement des E. coli mais également des streptocoques et des lactobacilles. Cette
augmentation est particuliérement prononcée dans la caillette et I’intestin gréle puis s’estompe
dans le ceecum et les féces ou la population bactérienne, y compris E. coli, est normalement

élevée.

2. Les agents étiologiques des entérites du veau

2.1. Les colibacilles entéropathogenes

2.1.1. Généralités sur les colibacilles entéropathogénes

Les colibacilles sont décrits tres tot, en 1885, par Théodor Escherich sous le vocable de
Bacterium coli commune qui deviendra plus tard Escherichia coli. De nombreuses
classifications sont proposées, les unes se rapportant aux symptomes, les autres aux lésions ou
aux toxines. [06] propose un schéma de classification reposant sur les différents facteurs de

virulence.

Parmi les E. coli dont I’intervention dans les entérites néonatales des veaux a €té
démontrée, on peut distinguer :
- les E. coli entérotoxinogenes ou ETEC qui possedent des adhésines (de nature protéique) grace
auxquelles les bactéries colonisent 1’intestin, et produisent des entérotoxines.
- les E. coli vérotoxinogénes ou VTEC qui produisent une ou des vérotoxines ou shiga
liketoxines et possédent des adhésines qui ne sont, a I’heure actuelle, pas encore bien définies
et le géne "eae" responsable de 1’attachement aux microvillosités des entérocytes et de leur
effacement.
- les E. coli CNF 1 et CNF 2 qui produisent une cytotoxine nécrosante respectivement de type
1 ou 2 (CNF pour Cytotoxic Necrotizing Factor). Ces bactéries produisent également une

aérobactine et résistent a I’action du complément ou aux effets antibactériens du sérum.
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D’autres catégories d’E. coli (E. coli entéropathogenes EPEC, E. coli entéro-invasives
EIEC, E. coli septicémique) sont envisagées par POHL mais soit ces bactéries ne disposent pas
de pouvoir entéropathogene dans 1’espéce bovine, soit elles sont associées a d’autres entités

pathologiques.

La classification décrite ci-dessus ne tient pas compte de la complexité de certaines
souches qui possédent une mosaique de facteurs de virulence. Par exemple on observe chez les
veaux des colibacilles qui simultanément produisent la toxine CNF 2, ’entérotoxine LT Ila,

une adhésine fonctionnelle de type F17, sécretent une aérobactine et résistent au sérum .

Escherichia coli est un bacille Gram négatif, non encapsulé et mobile par ciliature

péritriche.

2.1.2. Facteurs de virulence et modes d’action

La colibacillose recouvre deux grands syndromes : un syndrome diarrhéique avec
déshydratation (entérotoxicose colibacillaire) provoqué par les colibacilles « entérotoxinogénes
» (E.C.E.T.) et un syndrome septicémique (septicémie colibacillaire) provoqué lui par les

colibacilles « invasifs ». Cet exposé développera uniquement le syndrome diarrhéique.

ont permis de comprendre la cause du pouvoir pathogene de ces bactéries
entérotoxinogenes. Ils ont en effet d’abord établi chez le porc, puis chez le veau, qu'un
colibacille doit posséder deux caractéristiques fondamentales pour étre pathogénes :
- posséder des antigénes capsulaires lui permettant de se fixer a la paroi intestinale ;
- posséder la capacité de sécréter une ou plusieurs entérotoxines, ¢’est a dire des exotoxines[07]
capables de stimuler fortement la sécrétion des cellules intestinales, donc de produire le liquide
diarrhéique.
Les informations génétiques codant pour les antigenes capsulaires et les toxines sont portées

par des plasmides[08].
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2.1.2.1. Adhésion des E.coli entérotoxinogenes

En général, les épithéliums en contact avec une microflore sont équipés de mécanismes
de defense efficaces contre la colonisation de leur surface par les bactéries : cils vibratiles,
synthése de mucus, flux liquides débarrassent, dans la plupart des cas, les surfaces épithéliales
des micro-organismes du milieu. La manifestation du pouvoir pathogéne des E. coli nécessite
leur attachement a la surface des entérocytes. Ainsi, les E.C.E.T. possedent une structure
d’attachement leur permettant d’adhérer aux membranes cellulaires des entérocytes sans étre

génées par la couche de mucus[10].

Il a été décrit pour les E.C.E.T. bovins trois adhésines différentes , représentant chacune
une structure particuliére des enveloppes bactériennes (pili). Ces différentes structures peuvent

coexister chez un méme E.C.E.T.

Les études de I’attachement in vitro [11] ont présenté I’antigéne K99 en microscopie
électronique comme un fin filament protéique. Le diamétre des fibres a pu étre estimé a 3 nm,

alors que la longueur dépasse largement les dimensions de la bactérie, soit 2 a 3000 nm.

Quand a I’antigéne FY, il se rapproche en microscopie électronique de I’Ag K99, bien

plus dense avec formation de gros paquets de fibres par auto-agglutination.

Il faut souligner que 1I’étude des structures a tres haut poids moléculaire (plusieurs
millions) présente de nombreuses difficultés techniques liées a 1’instabilité de ces extraits, celle-
ci étant a ’origine des contradictions observées entre les différentes équipes étudiant les

propriétés de 1’antigene K99.

Suite a leur étude in vitro et apres extraction et purification, ont obtenu un antigéne K99
cationique avec un pH iso-électrique compris entre 10 et 10,2, caractéristique intéressante
pouvant jouer un réle dans le déroulement de ’attachement. En effet, a pH physiologique du
tube digestif (6,5 a 7), ’antigéne K99 présente une forte charge positive susceptible d’étre
attirée par les charges négatives des mucopolysaccharides du mucus couvrant 1’épithélium
intestinal. Ils ont confirmé cette hypothése par la sensibilité au pH de I’attachement in vitro sur

villosité intestinale de lapin et de veau.
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Par ailleurs, ont pu mettre en évidence une inhibition de I’attachement de souches Y
par la N-acétyl glucosamine sur des villosités de veau. Une inhibition par la lectine de blé est
¢galement montrée, celle ci est due a la reconnaissance de 1’antigéne Y avec une structure
stéréospécifique de nature protéique sur le site récepteur ; pour cette raison, certains auteurs
associent ce type d’antigéne d’attachement a des lectines spécifiques de sites récepteurs
glucosidiques. Ainsi, il y a fixation entre les pili et le glycosalyx (« fuzz ») avec mise en jeu de
récepteurs saccharidiques ou peptidiques.

Toutes ces structures d’attachement vont donc permettre aux colibacilles de couvrir la
surface épithéliale intestinale, de s’y fixer et de s’y multiplier activement sans étre entrainés par
le transit intestinal. Les bactéries vont ainsi pouvoir manifester leur pouvoir pathogene ;
I’attachement permettant en effet de délimiter un espace confiné dans lequel la toxine est libérée
de sorte qu’elle va, sans dilution dans le milieu intestinal, se lier directement a des récepteurs

membranaires des entérocytes.
2.1.2.2. Mode d’action des bactéries : les entérotoxines

E. coli synthétisent des toxines.

Certaines sont des endotoxines : substances faisant parties de la paroi des bactéries et
libérées lors de leur lyse. Les réactions qu’elles provoquent sont trés variables selon les especes
et I’individu [12]. Ces endotoxines pourraient jouer un réle dans la diarrhée néonatale des veaux
non pas en tant que responsable de la sécrétion des fluides par 1’intestin, mais en induisant des

perturbations circulatoires et métaboliques générales.

D’autres, les exotoxines sont des substances élaborées par les bactéries pendant leur
croissance [13] que ce soit in vitro ou in vivo. Leur libération ne dépend pas de la lyse des

bactéries mais est le fait d’une diffusion ou d’un transport au travers de la paroi bactérienne.

Dans le mécanisme de la diarrhée des veaux, ce sont en fait les exotoxines a tropisme
intestinal : les entérotoxines qui jouent un réle important. Chez certaines bactéries, il existe
deux entérotoxines : I’'une thermolabile (TL) qui agit par I’intermédiaire de ’AMPc comme la

toxine du choléra, I’autre thermostable (TS) qui ne fait pas intervenir I’AMPc.
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Chez Escherichia coli entérotoxinogene bovin, seule 1’entérotoxine thermostable (Sta)
est rencontrée [14]. ont démontré que I’entérotoxine thermostable est responsable de I’ensemble
des symptdmes observés chez le veau diarrhéique. En effet, on a pu voir la méme évolution
clinique (mort en 24 - 48 heures en état de déshydratation) aprés administration de 10%° E. coli
entérotoxinogene (K99+, TS+) et par perfusion directe de la toxine Ts dans I’intestin du veau.
Ainsi, la souche la plus virulente connu de nos jours des E.T.E.C. chez le veau est la souche
(K99) ST [15].

En fait, les entérotoxines induisent une sécrétion nette d’eau et d’¢lectrolytes (sodium,
chlorure et potassium) vers la lumiere intestinale, aprés contact avec la muqueuse intestinale
par un mécanisme indépendant des lésions cellulaires structurales. [16] a en effet montré que

ces pertes étaient les plus importantes dans la partie distale de ’intestin gréle.

La réponse aux exotoxines est locale ; ces substances n’agissant que dans les segments
inoculés et non dans les segments adjacents. Des résultats expérimentaux convergents font
penser que la toxine thermostable (TS) active un systeme enzymatique qui provoque
I’augmentation de la guanosine monophosphate cyclique dans les cellules de la muqueuse, et
ensuite induit la sécrétion d’eau et d’ions HCO®". Par ailleurs, la toxine pourrait agir comme un
sécrétagogue, lequel se liant a la bordure en brosse des cellules épithéliales, entraine une
augmentation de Ca?" a I’intérieur des cellules. A partir d’une certaine concentration, le Ca%
forme un complexe avec la calmoduline ou « calcium-dependent-regulator » [17]. Le complexe
activé qui en résulte stimule les protéines kinases qui activent les transports membranaires d’eau
et d’ions. En fait, on peut voir une fuite de NaCl au niveau des espaces intercellulaires d’ou la
sécrétion. Ces mécanismes n’altérent pas la muqueuse elle-méme, mais entrainent un « dys-

métabolisme hydrominéral » éventuellement mortel [18].

Par ailleurs, dans ces diarrhées, la perte d’eau et d’¢lectrolytes est due a un processus
sécrétoire sans modification apparente de 1’absorption. Ainsi, certains substrats pourraient
toujours permettre I’augmentation de 1’absorption. En fait, a montré que bien qu’il y ait une
réduction apparente de 1’absorption du glucose et de la glycine lors de ces diarrhées, celle-ci est
relativement faible, et n’est dans aucun cas statistiquement significative. Cette absorption du
glucose et de la glycine chez ces veaux diarrhéiques justifie 1’utilisation, pour la réhydratation

par voie orale, de solutions contenant ces substrats, puisque leur absorption s’accompagne
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d’une absorption de sodium et d’eau, ce qui permettra de compenser ou sinon d’abolir les pertes

nettes d’eau et d’électrolytes engendrées par les toxines [19] .

2.2. Les salmonelles

2.2.1. Généralités sur les salmonelles

WHITE en 1925 et KAUFFMANN a partir de 1930 établirent un systéeme de
classification bas¢ sur 1’identification antigénique des Salmonelles. Dans les années cinquante,
une centaine de sérovars était déja connue. Aujourd’hui, il est démontré que le genre Salmonella

comprend 3 especes [20] :

- Salmonella enterica composeée de 6 sous-especes : [21]

I- Salmonella enterica subsp enterica

I1- Salmonella enterica subsp salamae

I1la- Salmonella enterica subsp arizonae

I11b- Salmonella enterica subsp diarizonae

IV- Salmonella enterica subsp hautenae

VI- Salmonella enterica subsp indica

99.8% des souches isolées appartiennent a la sous-espéce |I.

- Salmonella bongori qui correspond a I’ancienne sous-espece V bongori de S. enterica.

- Salmonella subterranea

Les sous-especes sont subdivisées en sérovars ou sérotypes dont la liste constitue le
schéma de KAUFFMANN-WHITE.

D’apres cette nomenclature, les noms de sérovars qui nous sont familiers ne sont plus
des noms d’espéces mais des surnoms : ils ne doivent donc pas étre écrits en italique. La
nomenclature du sérovar Typhimurium conforme au code international est Salmonella enterica

subsp enterica ser. Typhimurium.
Comme le propose , nous conserverons les noms uniquement pour les sérovars de la

sous-espece | et nous les écrirons avec une majuscule et en caractére romain. Par exemple, S.

sérovar Typhimurium sera noté S. Typhimurium.
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Les salmonelles sont des bacilles Gram négatif, intracellulaires facultatifs, de
dimensions moyennes (0.8 mm de large sur 3.5 mm de long), généralement mobiles grace a une
ciliature péritriche. Quelques sérovars sont cependant immobiles comme S. Gallinarum-

Pullorum ainsi que certains mutants.

2.2.2. Facteurs de virulence et modes d’action

Plusieurs facteurs de virulence ont été identifiés pour les salmonelles. Les plus

importants seront briévement décrits ci-dessous.
2.2.2.1. Tlots de pathogénicité de Salmonella

Les Tlots génomiques sont des zones du chromosome bactérien possédant des
caractéristiques différentes du reste du génome. Certains Tlots génomiques ne codent pour aucun
phénotype connu, mais la plupart d'entre eux codent pour des informations biochimiques ou des
facteurs de pathogeénicité (ilots de pathogénicité). Par définition, les Tlots de pathogénicité sont

porteurs de genes qui codent pour des facteurs de pathogénicité.

IIs ont été décrits dans de nombreuses especes bactériennes & Gram négatif, mais aussi
dans certaines espéces de bactéries a Gram positif [22]. Les déterminants de pathogénicité et
de virulence bactériennes qui peuvent étre trouvés dans les Tlots de pathogénicité incluent le
systeme de sécrétion de type Ill, les superantigenes, les facteurs de colonisation, le systéeme

d'absorption de fer et les entérotoxines [23].

Cinq Tlots de pathogénicité ont été identifiées chez S. Typhimurium et S. Typhi et sont
désignés comme Tlots de pathogénicité chromosomiques de Salmonella (Salmonella
Pathogenicity Islands ou SPI). SPI-1 est présent chez toutes les salmonelles et il est nécessaire
pour I’invasion intestinale mais pas pour l'infection systémique. Il favorise aussi I'inflammation
et est important dans l'induction de la diarrhée. La fonction de SPI-2 est essentielle pour la
survie dans les macrophages, ce qui conduit a la capacité des bactéries de causer des infections
systémiques et de proliférer dans les organes de 1’hote. SPI-3 permet & Salmonella de croitre
dans des conditions limitées en Mg2+, ce qui est également important pour la survie dans les
macrophages. Quant a SPI-4, il pourrait jouer un réle dans I'invasion mais son réle dans la
virulence de Salmonella n'a pas été étudié en détails. Enfin, SPI-5 est requis lors de

salmonellose entérique mais pas systémique [24].
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2.2.2.2. Plasmides de virulence

La plupart des sérotypes spécifiques a 1’hote et quelques autres moins spécifiques
(Dublin, Pullorum, Gallinarum, Choleraesuis, Abortubovis et quelques souches de
Typhimurium et Enteritidis) portent des plasmides de virulence qui codent pour les génes
nécessaires a la capacité de provoquer la maladie systémique. Bizarrement, S. Typhi ne posséde

pas un tel plasmide .
2.2.2.3. Survie intracellulaire

La capacité de survivre dans le compartiment phagosomal des macrophages est
indispensable pour 1’établissement de Salmonella dans l'intestin et dans les organes
systémiques. Sa survie exige que Salmonella résiste a la fois aux mécanismes de phagocytose
dépendants et indépendants de 1’oxygene. De nombreux mécanismes permettent a la bactérie
de survivre dans cet environnement hostile: changement de la composition des
lipopolysaccharides (LPS) et de la membrane externe afin que celle-ci devienne moins
perméable et plus résistante aux peptides antimicrobiens, différentes enzymes (catalases,
superoxyde dismutases, gluthation réductase) permettant de se protéger des divers oxydants
lysosomiaux et expression des génes codant pour entre autres pour SPI-2 et jusqu’a 60 autres

genes .
2.2.2.4. Lipopolysaccharides

Les LPS de Salmonella sont un composant majeur de la membrane externe de la bactérie
et agissent comme une toxine importante, qui interagit avec le systéme immunitaire de 1’hote
pour débuter I’inflammation et produire un choc septique, de la fievre et éventuellement la mort.

Les LPS les plus externes portent les polysaccharides O, hautement antigéniques.
2.2.2.5. Fibrilles

Pour établir une infection, Salmonella doit coloniser le tractus intestinal de 1’hote. Il a
été démontre in vitro que Salmonella peut utiliser différentes flagelles afin d’adhérer a
différents types de cellules. De plus, la perte de deux opérons fibrillaires (Ipf et pef) qui sont
utilises pour I’adhérence aux plaques de Peyer ainsi qu’aux villosités intestinales, diminue la

capacité de Salmonella d’y adhérer .
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2.2.2.6. Flagelles

Le role des flagelles dans la virulence des salmonelles n’est pas clair, et il y aurait des
difféerences entre les infections systémiques et intestinales. La plupart des salmonelles
pathogenes sont biphasiques et peuvent alterner entre deux types de flagelles, ce qui leur

permettrait de se soustraire au systéme immunitaire de I’hote .

2.3. Clostridium perfringens

2.3.1. Généralités sur les clostridies

Le genre Clostridium est considéré comme I'un des plus riche dans le monde bactérien
[25]. On recense en effet plus de 150 espéces de Clostridium parmi lesquelles un nombre limité
est retrouve dans les prélévements biologiques et est a l'origine de pathologie chez I'nomme et

les animaux ; [26] en dénombraient moins d'une vingtaine au début des années 90.

Le séquencage des génes codant 1'ARN ribosornal 16s par méthode PCR a permis a
[27] de confirmer I'extréme hétérogénéite du genre.

Initialement décrit en 1880 par [28] les Clostridium spp. sont des bacilles sporulés,
anaérobies stricts voire aéro-tolérants pour certaines espéces, apparaissant habituellement Gram

positif et généralement mobiles.

La tolérance a I'oxygene varie selon les especes de Clostridium [29] ; certaines d'entre
elles sont anaérobies tres strictes tel C. novyi ou C. haemolyticum alors que d'autres sont
aerotolérantes tel C. tertium et C. histolyticum ; de nombreuses espéces ont des exigences

intermédiaires.

Certaines espéces ne sporulent que trés difficilement comme Clostridium ramosum . La
coloration de Gram est le plus souvent positive mais il existe de rares exceptions, certaines
especes pouvant apparaitre Gram négatif ou variable (C. clostridioforme, C. symbiosum ou C.

ramosum).
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Certains auteurs proposent de séparer les Clostridium spp. en deux groupes de
signification clinique différente [30]. Le premier comporte des especes telluriques qui penétrent
accidentellement dans I'organisme et sécrétent des exotoxines responsables de la pathogénicité.

Le deuxieme regroupe les autres Clostridium spp. qui appartiennent a la flore endogene
et peuvent engendrer des infections souvent mixtes en association avec d'autres anaerobies

voire avec des bactéries anaérobies facultatives.

Cette classification a cependant des limites puisque lI'on peut mettre en évidence dans
certains prélévements des espéces de Clostridium non toxinogénes d'origine exogéne et qu'il
existe des especes de Clostridium toxinogeénes dans le tube digestif; c'est le cas par exemple de
Clostridium perfringens et Clostridium difJicile qui sont tous deux sécréteurs de toxines et
survivent dans I'environnement sous forme sporulée mais peuvent aussi se multiplier dans le

tube digestif.

Les Clostridium spp. sont des bacilles fins (0,2 a 0,6 pm) ou épais (1-2 pm), de longueur
variable, a extrémité carrées, arrondies ou en fuseau ; certaines especes peuvent étre coccoides

ou filamenteuses (Clostridium septicum) [31].

Ils forment des spores ovoides ou sphériques, en position subterminale ou terminale
souvent déformantes comme Clostridizim tetani. Ces spores sont a l'origine de la
themotolérance des Clostridium spp. Certains Clostridium spp. ne sporulent que trés
difficilement comme Clostridium ramosum. Les spores entierement constituées sont tres
réfringentes. Elles peuvent étre sélectionnées apres traitement de l'isolat par la chaleur (10
minutes a 80°C) puis inoculation de milieux solides ou liquides avec I'isolat chauffé ; seules les

cultures contenant des spores permettront le développement des bactéries aprés chauffage.

La majorité des Clostridium spp. sont mobiles, du fait d'une ciliature péritriche ; cette
mobilité est inhibée au contact de l'air. Elle doit étre recherchée a partir de cultures en phase
exponentielle de croissance [32]. Certaines especes comme Clostridium perfringens, C.

innocuum, C. ramosum sont immobiles.
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Certains Clostridium spp. dont Clostridium perfringens possédent une capsule. La
plupart des especes prennent bien la coloration de Gram sauf quelques exceptions (C. sym

biosum, C. clostridioforme, C. ramosum.. .).

2.3.2. Facteurs de virulence et modes d’action : les toxines

Parmi tout 1’éventail de toxines produites par C. perfringens, la toxine o est I’'une des
plus importantes. Le géne codant pour cette toxine, cpa, est présent dans tous les toxinotypes,
ce qui rend cette toxine tres prévalente [33]. Par contre, ce ne sont pas toutes les souches qui
produisent la toxine oo méme si le gene correspondant est présent [34]. Cette toxine a une activite

enzymatique par I’entremise de la phospholipase C et de la sphyngomyélinase [35].

Ainsi, elle hydrolyse les phospholipides des membranes cellulaires et la lécithine pour
causer la mort des cellules affectées [36]. L’activité biologique de cette toxine est cytolytique,
hémolytique, dermonécrotique et létale . De plus, I’hydrolyse de la 1écithine conduit a la relache
de médiateurs inflammatoires comme les leukotriénes, le thromboxane, le facteur d’activation
des plaquettes et la prostacycline [37]. 1l en résulte une vasoconstriction, une augmentation de
la perméabilité vasculaire, une agrégation plaquettaire et une dysfonction du myocarde. Ces
effets peuvent conduire a un choc et méme a la mort de I’animal. La toxine a a longtemps été
identifiée comme celle induisant les 1ésions d’entérite nécrotique chez la volaille. Par contre,
une lignée de mutants dont le géne cpa a été inactivé et ne produisant pas la toxine o s’est
montrée capable d’induire les mémes 1ésions par rapport a la souche originale produisant cette
toxine [38]. Son implication dans la pathogénie de la maladie a ainsi été fortement remise en
doute et d’autres facteurs comme la toxine NetB pourraient étre a 1I’origine des Iésions observées
[39]. Finalement, la toxine alpha provoque la gangréne gazeuse chez de nombreuses espéces,

dont ’humain .

La toxine B est produite par les toxinotypes B et C de C. perfringens. Elle est une
composante majeure des entérites nécro-hémorragiques produites par le toxinotype C chez les
humains et les animaux [40]. Elle crée des pores sélectifs pour les cations monovalents dans les
membranes cellulaires et cela cause un déréglement de 1’équilibre électrolytique normal [41].

Il en résulte la mort rapide des cellules en induisant une nécrose de celles-ci .
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Elle peut cibler les cellules endothéliales du systéeme vasculaire car la toxine a été
localisée dans I’endothélium des vaisseaux sanguins de 1ésions d’entérite chez les porcelets et
les humains . De plus, un rapport de cas de «enteritis necroticans» chez un adulte japonais
diabétique et un enfant diabétique montre grace a la technique d’immunohistochimie que la
toxine P était présente en grande quantité¢ dans les 1ésions histologiques ou des batonnets a
Gram-positif étaient retrouves dans un segment d’intestin nécrosé [42]. Un autre rapport de cas
de cette maladie a identifié les genes alpha et béta, présents chez C. perfringens de type C, dans

un segment d’intestin nécrotique réséqué d’un enfant diabétique [43].

La toxine B2, découverte en 1997 [44], peut étre identifiée dans le tractus gastro-
intestinal de toutes les espéces domestiques et sauvages. Le géne relié a la toxine, cpb2, est
souvent présent lors de probléemes entériques. Chez les porcelets, sa présence est fortement en
corrélation avec des épisodes de diarrhées [45]. Dans ces cas, C. perfringens de type A ou C
sont majoritairement porteurs du gene cpb2. Chez la volaille, cpb2 est occasionnellement
retrouve dans les isolats de C. perfringens provenant des feces, des coquilles, du duvet ou des
carcasses. Il est cependant présent en méme proportion chez des oiseaux en santé et chez des
animaux atteints d’entérite nécrotique [46]. De ce fait, il a été proposé que la toxine B2 n’ait
pas un role prépondérant dans la pathogénie de I’entérite nécrotique. Le mode d’action de cette
toxine est mal défini a ce jour, mais elle aurait les mémes effets cytotoxiques que la toxine f3.
La toxine P2 a d’ailleurs été découverte suite a I’identification d’une protéine de poids
moléculaire différent de la toxine B, mais qui induisait les mémes signes que cette derniere . Par

contre, elle posséde moins de 15% d’homologie avec la toxine  (Li, et al., 2013).

La toxine ¢ (ETX) est produite par les toxinotypes B et D. Elle est une toxine tres
potente, c’est-a-dire qu’une trés petite dose peut étre létale . En effet, une dose de 70 ng/kg est
mortelle par injection intrapéritonéale chez la souris [47]. Par comparaison, la toxine
botulinique, aussi considérée trés puissante, a une dose létale de 1.2 ng/kg par injection
intrapéritonéale chez la souris. La toxine € est méme sur la liste des agents et des maladies de
bioterrorisme du gouvernement américain, classée dans la catégorie B [48]. Elle est ainsi
considérée moderément facile a disséminer, causant une morbidité modérée et une faible
mortalité dans la population et elle demande un diagnostic et une surveillance accrue par les
instances gouvernementales. La toxine est cytotoxique pour les cellules. Elle forme des pores
dans la membrane vasculaire, créant ainsi un efflux de K+ et un influx de Na* et de CI" [49]. I

en résulte un gonflement de la cellule et sa mort. ETX est reconnue pour causer de I’cedéme et
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la nécrose dans plusieurs organes a la suite d’une entérotoxémie [50]. C’est d’ailleurs ce qui se
produit dans la maladie du rein pulpeux chez 1’agneau. Ces effets conduisent au choc et
ultimement a la mort de I’animal ou de I’humain affecté. La progression de 1’entérotoxémie

peut étre tres rapide, allant d’une mort en quelques minutes a quelques heures.

C. perfringens de type E est le seul toxinotype a produire la toxine 1. Elle fait partie de
la famille des toxines binaires , c’est-a-dire qu’elle comporte deux sous-unités necessaires pour
exercer sa toxicité. La sous-unité la est la composante enzymatique alors que la sous-unité Ib
est la composante permettant 1’attachement a la cellule cible . la est une NAD+-glycohydrolase
(NADase) et une ADP-ribosyltransférase (ARTase) [51]. Son effet est de ribolyser 1’actine des
cellules pour la dépolymériser. Cela provoque une désorganisation des filaments d’actine et par
conséquent, il y a perte de la forme de la cellule par destruction du cytosquelette [52]. Ib
s’attache aux cellules et forme un pore heptamérique . Cela permet I’efflux de K+ et I’influx de
Na+, en plus de permettre 1’entrée de la sous-unité la dans la cellule. Cliniquement, la toxine
est létale, dermonécrotique, cytotoxique, entérotoxique et elle produit des dommages
intestinaux visibles en histopathologie. La toxine montre un fort potentiel pour délivrer des
composés peptidiques a I’intérieur de cellules, rendant son utilisation trés intéressante en

pharmacologie [53].

L’entérotoxine (CPE) peut étre produite par tous les toxinotypes existant, sauf le
toxinotype B ou la production de cette toxine n’a pas été rapportée . Contrairement a la plupart
des autres toxines qui sont produites pendant la phase de croissance de C. perfringens, CPE est
seulement produite pendant la phase de sporulation [54]. Elle s’accumule dans de larges corps
d’inclusions dans la cellule et elle est relachée en grande quantité par lyse a la fin de la
sporulation . C’est ce qui conduit aux toxi-infections alimentaires chez les humains. Elle est
parmi les causes de toxi-infections alimentaires les plus communes dans les pays industrialisés
. Par contre, la prévalence de ce géne dans la population de C. perfringens est genéralement
faible, de I’ordre de moins de 5% [55]. De plus, CPE cause de la diarrhée chez la plupart des
espéces animales, dont les oiseaux . L’entérotoxine exerce sa toxicité par la formation de pores
de type B [56], comme les autres toxines formatrices de pores précédemment décrites. La
fixation de I’entérotoxine a la cellule est permise par les claudines , qui sont des éléments
importants des jonctions serrées. Cette toxine cause donc un déréglement de 1’équilibre
électrolytique et conduit a la mort des cellules affectées par une élévation du Ca2+

intracytoplasmique et une diminution du K+ intracellulaire Au niveau intestinal, elle cause une
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perte de liquide et une nécrose de 1’épithélium atteint. Elle a une activité 1étale, cytotoxique et

entérotoxique .

La toxine NetB (Necrotic Enteritis Toxin B-like) a été récemment découverte suite a la
création d’un mutant ne produisant pas la toxine a . La toxine est possiblement impliquée dans
la pathogénie de I’entérite nécrotique chez le poulet a cause de sa forte association avec la
maladie . La protéine a été purifiée et elle a pu induire des changements pathologiques reliés a
I’entérite nécrotique in vitro et in vivo . La toxine comporte 38% d’homologie avec la toxine B
de C. perfringens . Comme cette derniére, elle forme des pores menant a 1’efflux de K+ et a

I’influx de Na+, de Ca2+ et de CI- conduisant a la lyse osmotique de la cellule [57].

La toxine TpeL a été récemment découverte dans des souches de C. perfringens de type
A, B et C . Elle est une protéine faisant partie de famille des larges cytotoxines produites par
des clostridies. Contrairement aux autres toxines produites par C. perfringens, TpeL est
produite en petite quantité pendant la phase végétative [58]. La toxine est plut6t produite en
phase de sporulation car le gene tpeL est exprimé en plus grande quantité pendant cette phase
[59]. Elle s’est révélée cytotoxique pour les souris et les cellules, mais & un degré moindre que
les toxines P et 2. Selon des travaux récents, la toxine est une glucosyltransférase qui glycosyle
les sous-familles de protéines RAS et RAC . Elle a des effets cytotoxiques menant a 1’apoptose
des cellules cibles [60]. Plus récemment, il a aussi été montré que la toxine TpeL est capable
d’induire des fibres de stress in vitro dans des cellules rénales de chiens par 1’activation de la
voie de signalement Rhoa/Rock [61]. Jusqu’a présent, une seule étude portant sur le réle de la
toxine TpeL dans I’entérite nécrotique a été réalisée en comparant la virulence de souches de
C. perfringens possédant le géne tpeL avec des souches exemptes du géene, mais elle ne permet

pas de conclure sur I’implication de la toxine dans la pathogénie de I’entérite nécrotique [62].
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Chapitre 2 :

physiopathologie des infections bactériennes respiratoires
(chez les ruminants)
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1. Physiopathologie de la tuberculose

1.1. Généralités sur les mycobactéries

Dans I’historique de la tuberculose, Koch avait considéré comme unique I’agent de la
tuberculose a savoir le bacille tuberculeux qu’il avait découvert et mis en évidence en 1882
pour la premiére fois [63]. Cependant aprés de multiples recherches, trois nouvelles espéces
furent identifiées il s’agit de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium avium. De nos jours, les bacilles tuberculeux regroupent cing espéces
différentes retrouvées chez I’homme et/ou chez les animaux :

-Mycobacterium tuberculosis : bacille tuberculeux humain,

-Mycobacterium bovis : bacille tuberculeux bovin,

-Mycobacterium avium : bacille tuberculeux aviaire,

-Mycobacterium africanum : bacille tuberculeux humain trouvé en Afrique Occidentale et
Centrale,

-Mycobacterium microti : bacille tuberculeux du Campagnol.

Toutefois, le genre Mycobacterium regroupe aussi d’autres especes de mycobactéries.

Les bacilles tuberculeux sont classés dans ’ordre des Actinomycetales, famille des
Mycobacteriaceae, genre Mycobacterium. Nous distinguons :
-les mycobactéries pathogenes,
-les mycobactéries saprophytes,
-les mycobactéries opportunistes.

Ces deux derniers groupes, découverts en 1953, sont qualifiés d’atypiques et dénommés
bacilles « para tuberculeux ». Ces mycobactéries tres répandues sont rencontrées dans le sol
(fumier), les eaux usees, certains aliments (lait, végétaux). De nos jours ces bacilles sont a
I’origine des affections @ mycobactéries tant chez I’lhomme que chez les animaux, ce qui fait
qu’ils intéressent de plus en plus les épidémiologistes. Quelques années plus tard, certains
auteurs [64] classent le bacille tuberculeux aviaire Mycobacterium avium, dans ce groupe de

mycobactéries atypiques.
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Les bacilles tuberculeux sont des bactéries immobiles, non capsulées, non sporulées. Ils
sont difficilement colorables par le Gram tout en étant des grams positifs et apparaissent, fins
rectilignes ou légerement incurvés et leur taille variable entre 2 et 5 microns de long sur 0,2 a

0,5 microns de large.

Dans la structure de leur paroi, en plus du peptidoglycane, (structure de base de toute
bactérie), des glycolipides (cire D, cord factor, mycosines) et les protéines supports de 1’activité
tuberculinique, il y a une présence abondante de lipides spéciaux les acides mycoliques. Ces
derniers représentent 20% du poids sec des bacilles et leur conférent un caractere tinctorial
particulier : I’acido-alcoolo-résistance qui est la résistance des bacilles a la décoloration par les
acides forts et par 1’alcool. Par conséquent, cette acido-alcoolo résistance est utilisée dans la
recherche des bacilles tuberculeux a travers la coloration de Ziehl-Neelsen a chaud : les bacilles
y apparaissent rouge vifs sur fond bleu et colorés de facon homogéne.

Les bacilles tuberculeux possédent, en outre, des caracteres culturaux et biochimiques qui leur

sont propres.

1.2. Transmission des mycobactéries

1.2.1. Transmission directe

La transmission directe de M. bovis peut se faire par contact rapproché entre animaux,
par inhalation, ingestion ou pénétration transcutanée. Des lésions ouvertes (abcés cutané, ou
lésions pulmonaires) permettant I’excrétion du M. bovis dans le milieu extérieur, favorisent la
transmission. Les matiéres virulentes sont variées : jetage, salive, féces, lait, urine, pus des
Iésions cutanées, sperme, sécrétions utérines [65]. L’excrétion de bacilles tuberculeux, souvent
intermittente, est précoce (bien avant I’apparition des symptomes) et durable. La transmission
directe de la mere au foetus ou transmission verticale est suspectée et n’a jamais ét¢ réellement
prouvée. Une transmission pseudo-verticale, par contact étroit entre la mére et le jeune (le lait

peut aussi étre contaminé), expliquerait la contamination des jeunes animaux.

Toutefois, 1’age et le comportement de 1’animal ainsi que les pratiques inhérentes aux
systemes d’¢élevage peuvent avoir une importante influence sur le mode d’infection. Dans le cas
de la TBB, il a été prouvé trois principales voies de transmission du M. bovis chez 1’animal. 11

s’agit de la transmission par inhalation, par ingestion et rarement par voie génitale.
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Le concept de transmission du M. bovis généralement approuvée est 1’inhalation des bacilles
tuberculeux (ou d’un seul bacille) contenus dans une gouttelette d’aérosol [66]. L’inhalation est
la principale porte d’entrée de M.bovis chez les animaux d’élevage dans les fermes mais aussi
chez ceux de paturage libre (Transhumance). L’observation de la distribution naturelle des
Iésions chez les bovins infectés montre I’implication des ganglions broncho-médiastinaux et
ceux de la téte dans le processus d’infection, suggérant ainsi que la principale voie d’entrée des

bacilles dans 1’organisme est la voie respiratoire [67].

Chez I’animal, le principal mécanisme de I’infection se fait par des gouttelettes
d’aérosols qui sont disséminées dans la nature suite a la toux produite par I’animal malade qui
sont ensuite inhalés par les animaux en contact. Ces aérosols vont se loger dans la voie
respiratoire, si possible sur la surface alvéolaire du poumon [68]. Les bacilles seront phagocytés
par les macrophages, qui vont par la suite interagir avec les cellules impliquées dans la réponse
immunitaire innée et acquise, dans les tissus ou les ganglions lymphatiques. Plusieurs études
faites sur la pathologie et la distribution des lésions chez les bovins ont montré la prédominance
des 1ésions tuberculeuses au niveau des voies respiratoires ainsi qu’au niveau des ganglions
lymphatiques correspondants attestant ainsi la thése d’une infection par inhalation. Il a été de

méme, des études expérimentales faites sur la transmission par voie nasale et trachéale [69].

L'ingestion directe de M. bovis provenant des animaux infectés (lait cru et autre sous
produits animaux crus), des paturages contaminés ou de 1’eau est considérée comme une voie
secondaire de transmission [70]. En Tanzanie, il a été isolé du M. bovis dans deux prélévements
laitiers, montrant ainsi que la consommation du lait frais non pasteurisé constituerait un risque

en ce qui concerne la contamination de I’Homme par la TBB [71].

En effet, la transmission de M. bovis peut se faire entre animaux, des animaux aux
hommes et vice versa et rarement entre les humains. Toutefois, le bétail infecté par M. bovis
reste une source d’infection pour un autre ou pour ’homme. Cependant, la transmission par

voie congénitale et sexuelle est rare dans les régions ou le contrdle de la TBB est intensif.

29



1.2.2. Transmission indirecte

Le milieu extérieur peut, également, en assurant la conservation des mycobactéries,
permettre la transmission indirecte de la maladie entre animaux sauvages, voire entre réservoirs
sauvages et domestiques. Bref I’environnement et le climat peuvent avoir une importante

influence sur le mode d’infection du bétail par le M. bovis [72].

En effet, le temps de survie du M. bovis dans I’environnement différe d’une étude a une
autre. Différents travaux ont montré que le M. bovis peut survivre dans la terre pendant six mois
et dans le paturage de 7 a 28 jours selon la température qui a un effet négatif sur la survie quand
elle augmente. Dans ’eau courante, qui peut étre contaminée par les excréments d’animaux
infectés, sa survie peut aller jusqu’a 400 jours. Cependant, d’autres études minimisent le role

de ’environnement dans la transmission de M. bovis.

Ainsi, d’aprés ’étude réalisée par Jackson et coll., [73], la période de survie de M. bovis
dans I’environnement est trés courte, particulierement pendant 1’été, et donc la contamination
des patures ne jouerait pas un role important dans 1’épidémiologie de la tuberculose chez les
bovins. Ceci pourrait étre le cas dans les pays tropicaux, comme au Tchad ou la température a
I’ombre pourrait atteindre 40°C durant les périodes les plus chaudes. Par ailleurs, 1’effet de la
température sur la survie de la bactérie n’est pas univoque puis que des expériences de
laboratoire ont permis de montrer que la terre chaude et humide était optimale pour la survie de
la bactérie. Dans les files britanniques, il est généralement admis que la transmission de
I’infection des blaireaux aux bovins est indirecte par contact avec du matériel virulent. Morris
et coll., [74], conclurent que la transmission a partir du matériel virulent comparée a d’autres

mécanismes de transmission serait bien moins efficace qu’une transmission directe.

Chez certaines especes, le bacille est ingéré lorsqu’un animal consomme la carcasse
d’un héte infecté. C’est le cas en Nouvelle-Zellande, ou la présence de I’infection dans certaines

populations de furets est attribuée a la contamination de carcasses de possums infectés [75].

En Afrique, il a été mis en évidence la présence du M. bovis chez plusieurs espéces
d’animaux sauvages qui pourraient étre a 1’origine d’une transmission indirecte de la maladie
aux animaux domestiques. Des travaux effectués en Afrique du sud ont permis d’une part de

montrer que le buffle africain (Syncerus caffer) constitue un important hote reservoir du M.
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bovis [76], et d’autre part, de montrer la susceptibilité des autres animaux sauvages a 1’agent
responsable de la TBB [77]. Il en est de méme de la Tanzanie ou la présence du M. bovis a été
mise en évidence chez bon nombre d’animaux sauvages [78]. Cependant, jusqu'a ce jour,
aucune étude expérimentale n’a prouvé 1’existence d’une transmission indirecte du M. bovis

chez le bétail en Afrique.

1.3. Conditions de ’infection

1.3.1. Conditions qualitatives

Elles dépendent de deux types de facteurs :

- Les facteurs tenant au pouvoir pathogéne du bacille (la virulence) dépendent d’abord de
I’espece elle méme. Ainsi, I’infection par le bacille aviaire détermine des 1ésions peu étendues,
rarement caséifiées, évoluant rapidement vers la sclérose contrairement a celles dues au bacille
bovin. La souche aviaire est a I’origine des lésions riches en bacilles: ce désaccord entre le
grand nombre de bacilles et leur action cytopathogene faible serait da a leur faible toxicité. Les
bacilles peu pathogénes déterminent une tuberculose localisée, souvent limitée au complexe
primaire. Ils provoquent plutot 1’apparition des Iésions folliculaires, alors que les bacilles trés
virulents induisent des lésions exsudatives. Cependant, quand bien méme une exposition
préalable de I’animal a la souche aviaire (M. avium) peut lui conférer un certain degré de
protection contre la souche bovine (M. bovis), celle-ci peut masquer le diagnostic de 1’agent
causal de la TBB, méme lorsque des antigenes spécifiques sont utilisés a cette fin [79]. Ceci a
pour conséquence la dissémination de la maladie dans le cheptel.

- Les facteurs tenant a la réceptivité et la sensibilité de 1’hdte sont surtout; I’espece animale hote
elle méme, son age, son état général, les facteurs tissulaires locaux ainsi que les facteurs

environnementaux.

Pour Francis [80], la susceptibilité du bétail a la TBB dépendait de la dose ainsi que de
la voie d’infection avec peu d’influence venant des autres facteurs tels que le profile génétique
de I’hote et son état nutritionnel. Ce dernier affecte beaucoup plus ’aptitude de la réponse
immunitaire a mediateurs cellulaires. La résistance naturelle du bétail a la tuberculose a été
habituellement attribuée a la race Zebu (Bos indicus) et son importance dans les pays
développés a été largement peu considérée [81]. L’impact du génotype de I’animal hote sur la
résistance (ou la susceptibilité) aux bactéries intracellulaires y compris M. bovis BCG a été

identifié et profondément étudié chez les souris ou la résistance en question était liée au gene
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Bcg [82]et plus tard rapporté au géne Nrampl [83]. Chez le bovin, les génes homologues du
Nrampl ont été identifiés [84] mais trés peu d’investigations ont été faites en ce qui concerne
leurs roles dans le controle de I’infection par les mycobactéries. Il a été aussi constaté que les
petits ruminants sont moins sensibles au M. bovis que les bovins . Les lésions dues a ce dernier,
sont plus fréquentes et plus graves chez les jeunes ou chez les animaux ages que chez les adultes
[85]. Par ailleurs, il a été démontré que la hausse de I’incidence de la TBB était proportionnelle

a celle de 1’age de 1’animal [86].

La structure du tissu, la richesse de la vascularisation et du systéme macrophage locale,
interviennent dans la morphologie des lésions: les lésions exsudatives sont plus fréquentes et
plus séveres dans les tissus laches (poumons) et les cavités préformées (séreuses). L’existence
des lésions préexistantes (Iésions pulmonaires, Iésions mammaires, Iésions locales liées a

I’injection de produits irritants...) peut favoriser I’implantation du bacille tuberculeux.

Les facteurs environnementaux (externes) entrainant une diminution de 1’état général
tels que, les carences, les déficits nutritionnels, le stress chez les animaux ainsi que les
conditions d’¢levage (extensif ou transhumant), pourraient réduire considérablement la
résistance de ces derniers a 1’agent causal de la tuberculose [87]. Ils augmentent plutét la
sensibilité¢ de 1’hote au bacille tuberculeux. Des contacts ultérieurs avec d’autres organismes
infectieux provenant du milieu extérieur peuvent affecter la résistance du bétail au M. bovis.
On pourrait s’attendre d’une part que 1’exposition aux mycobactéries environnementales
pourrait a travers I’induction des réponses immunitaires aux antigenes ordinaires fournir un

certain degré de protection acquise contre la tuberculose [88].

D’autre part, il a été aussi démontré que des infections causées par I’agent viral de la
diarrhée bovine ont un effet immunosuppressif en ce qui concerne la résistance a la tuberculose
[89]. Toutefois, ces contacts avec les agents environnementaux, ne restent pas sans effet sur la

mise en évidence de la TBB par des diagnostics in vivo tel que I’'IDC.
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1.3.2. Conditions quantitatives

Elles tiennent a la dose et a la répétition des doses de bacille:
- Des infections expérimentales effectuées sur le beétail avec du M. bovis, ont prouveé
I’importance de I’effet et de la magnitude de celui-ci en terme du nombre de mycobactéries et
de dose seuil . La dose étant le nombre de particules infectieux. La dose minimale est variable
selon I’espeéce inoculée et I’importance de son action pathogéne dépend de sa voie de
pénétration. Ainsi, par voie cutanée, il faut 5 a 10 bacilles viables pour infecter un cobaye. Par
contre chez les ovins il en faut plusieurs milliers. Chez les bovins, il en faut quelques centaines.
Toutefois, il a été montré que, le seul concept généralement accepté, est que I'infection a M.
bovis peut étre établic chez le bétail par inhalation d’un seul bacille contenu dans un aérosol.
Une dose infectieuse relativement importante de M. bovis administrée par voie nasale se suit
d’une infection qui progresse généralement vers la forme extensive de la maladie chez le bétail.
Par ailleurs, la dose du M. bovis influence également sur la réponse immunitaire de 1’animal
hote. Une dose seuil élevee provoque une réponse immunitaire a mediateur cellulaire se
développant en quelques semaines, ainsi que 1’apparition des anticorps anti-M. bovis circulant
. Une faible dose seuil, provoque quant a elle un développement graduel de I’immunité a
médiateur cellulaire, et peu ou pas du tout, 1’apparition d’anticorps .
- Alors que ’inoculation d’une dose unique de bacilles tuberculeux peut n’entrainer que des
Iésions bénignes évoluant vers la stabilisation, des doses plus faibles mais répétées dans le
temps, loin de susciter le développement d’une immunité, favorise [’apparition d’une

tuberculose évolutive .

1.4. Les étapes de ’infection

Lorsque toutes les conditions sont réunies, I’infection peut progresser et il est possible
de différencier schématiquement le déroulement de la tuberculose en deux étapes : I'étape

primaire (primo-infection) et I'étape secondaire.
1.4.1. Etape primaire ou primo-infection

Aprés la pénétration dans 1’organisme, les bacilles tuberculeux sont rapidement
phagocytés par les macrophages. Une partie est détruite ; 1’autre se multiplie dans les cellules

qui les ont phagocytées.
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Ce qui entraine la libération locale d’antigéne d’ou I’hypersensibilité spécifique des
protéines, qui est la conséquence, le premier signe diagnostic de I’infection tuberculeuse. La
multiplication locale des bacilles conduit en 8 a 15 jours a la formation d’une Iésion initiale

appelée le Chancre d’inoculation.

Cette lésion se double, a la faveur du drainage lymphatique des bacilles, d’une 1ésion
tuberculeuse du nceud lymphatique loco-régional (loi de I’adénopathie régionale de PARROT).
L’association Chancre d’inoculation plus (+) adénopathie satellites constitue le complexe
primaire dont la localisation révéle la porte d’entrée de 1’agent infectieux: pulmonaire dans 95%
des cas chez les bovins et les autres ruminants, digestifs chez les porcs et les volailles, et a part

égale entre ces deux voies pour les carnivores .

1.4.2. Tuberculose secondaire

Elle résulte d’une prolifération de proche en proche des lésions, qui sont groupées dans
un seul organe: la tuberculose chronique d’organe. Les lésions les plus souvent caséeuses,
peuvent s’ouvrir sur une voie de drainage. C’est la forme ouverte de la tuberculose. Elle peut

se stabiliser ou se généraliser.

1.5. Interactions avec le systéme immunitaire

1.5.1. Le développement d’une immunité exclusivement cellulaire

La réaction d’un organisme infecté par le bacille tuberculeux se manifeste par une
mobilité accrue des macrophages, une plus grande activité de phagocytose et une capacité
accrue de lyser les corps bactériens phagocytés. Cette réaction est toutefois relative et vaincue
a la suite d’une atteinte de 1’état générale ou des réinfections massives ou répétées. En effet,
des études récentes, faites sur les réactions immunitaires induites par 1’agent causal de la TBB
ont suggéré qu’il y aurait un balancement de la dominance des cellules T helper de type 1 (Th1)
vers la réponse immunitaire induite par les cellules T helper de type 2 (Th2), et ’arrét de la
réponse immunitaire a médiateur cellulaire serait progressivement suivi de la prédominance de

la réponse immunitaire immorale [90].

Le M. bovis est une mycobactérie intracellulaire pathogene pour les macrophages et

autres cellules de type monocyte. Quand bien méme le diagnostic de plusieurs autres maladies
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infectieuses des animaux se repose sur la détection de la réponse immunitaire humorale (les
anticorps) de ’agent infectieux, la prédominante réponse immunitaire chez le bétail infecté par
le M. bovis est de type cellulaire (mobilisation des lymphocytes T) [91]. Cette réponse
immunitaire a médiateur cellulaire est en méme temps un mécanisme de défense et souvent,
elle est aussi a 1’origine d’une inflammation chronique (les granulomes), caractéristique des
infections @ M. bovis. L’examen immunohistologique des premiéres Iésions (granulomes)
induites par une infection expérimentale de M. bovis chez le bétail, a montré que les
lymphocytes-T sont parmi les premiéres cellules impliquées dans le mécanisme réactionnel
[92]. Ce qui démontre I’importance de la réponse immunitaire & médiateur cellulaire dans
I’infection tuberculeuse. Ces observations ont conduit les récentes études a mener des
recherches beaucoup plus approfondies sur I’implication rapide de la réponse immunitaire a

médiateurs cellulaires dans I’infection tuberculeuse [93].

En effet, il a été montré que tous le sous groupe de lymphocyte-T (yd cellules-T, CD4
et CD8 af cellules-T) est impliqué dans la réponse immunitaire anti-mycobactérienne chez le
bétail .

L’étude de la dynamique de circulation de ce sous-groupe de cellules chez le bétail
infecté expérimentalement par le M. bovis a révélé une implication séquentielle des Y6 cellules-
T, suivies des CD4, et plus tard d’une prédominance des CD8 [94]. L’instauration de la réponse
immunitaire de type Thl est d’une importance particuliere en ce qui concerne la défense contre
les pathogenes intracellulaire et est caractérisée par la production de I’interféron gamma (IFN
- v), réputés essentiels pour 1’activation de la voie microbicides des macrophages. Dans
I’infection du bétail par le M. bovis, les cellules-T CD4 semblent étre les plus dominantes dans
la production des IFN-y menant a [’activation du pouvoir anti-mycobactérienne des
macrophages tandis que les cellules-T CD8 sont plut6t impliquées dans la lyse des macrophages
infectés [95]. Les yd cellules-T sont également une source potentielle de IFN-y sauf que la
quantité est inférieure a celle produite par les cellules-T CD4 [96]. Il est aussi évident que les

vo cellules-T jouent un réle de liaison entre les systemes immunitaires inné et adaptative [97].
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1.5.2. Le développement de I’hypersensibilité retardée ou hypersensibilité de type IV

Elle est une réaction d’infiltration cellulaire (lymphocytaire) dont la forme clinique la
plus classique est I’eczéma avec une infiltration épidermique se manifestant par un érythéme

avec cedéme et prurit.

Dans I’hypersensibilité a médiation cellulaire, ce sont des lymphocytes T qui, par les
récepteurs specifiques de leur membrane cytoplasmique, assurent la reconnaissance de
I’antigéne et la spécificité de la réaction. Ces lymphocytes T circulent constamment dans les
tissus a partir du sang pour traverser les ganglions lymphatiques et rejoindre la circulation
sanguine par les vaisseaux lymphatiques. Lorsqu’ils rencontrent 1’antigéne au niveau d’un tissu,
en présence de cellules accessoires (cellules interstitielles présentant I’antigéne), ils sont activés

et liberent une série de lymphokines, substances agissant sur différentes catégories de cellules.

Le facteur d’inhibition de la migration des macrophages ou MIF est produit in vitro
apres incubation des lymphocytes d’un cobaye sensibilisé en présence de 1’antigéne spécifique.
Le surnageant de ces cultures inhibe la migration des macrophages d’un cobaye non sensibilisé
hors d’un tube capillaire. La production de MIF implique la reconnaissance spécifique de
I’antigéne par les cellules T, mais son action sur les macrophages est indépendante de

I’antigéne.

Le MIF n’est pas encore parfaitement caractéris¢€; il s’agit d’une ou de plusieurs
glycoprotéines acides, de poids moléculaire de 20 000 a 55 000 daltons. Plusieurs catégories de
lymphokines interviennent dans la réaction d’hypersensibilité retardée :

- des lymphokines actives présentes sur I’endothélium vasculaire (« skin reactive factor »), qui
augmente la perméabilité capillaire;

- des lymphokines chimiotactiques provoquant [D’attraction des monocytes, puis des
polynucléaires neutrophiles et éosinophiles;

- des lymphokines provoquant I’immobilisation et I’activation des macrophages (MAF), celles
des polynucléaire (LIF), des ostéoclastes (OAF), I’activation des cellules NK (Interphéron), la
multiplication et la différenciation des lymphocytes T cytotoxiques (Interleukine-2 ou TCGF)

ou en fin la lyse de certaines cellules cibles (lymphotoxines).
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En suite, interviennent les lymphokines régulatrices (facteurs suppresseurs) qui limitent
la réaction. Parallelement aux lymphokines produites par les lymphocytes activés, différents
médiateurs issus des macrophages et des monocytes, les monokines participent a la réaction.
Les prostaglandines, notamment la PGE2, ont une activité inflammatoire mais induisent en
outre la différenciation des cellules T suppressives. L’interleukine-1 stimule les lymphocytes T
en provoquant notamment I’expression des récepteurs pour I’interleukine-2; elle agit sur les
centres thermorégulateurs pour déclencher la fiévre et stimule la production d’une protéine de

I’inflammation, la protéine C-réactive, par les hépatocytes.

L’hypersensibilité retardée peut étre révélée chez le bovin par injection de bacilles

(vivants ou morts) ou mieux encore d’extrait bacillaires appelés tuberculine.
1.5.3. Apparition d’anticorps anti M. bovis

Les anticorps apparaissent plus tardivement apres I’hypersensibilité retardée. Ils seraient
surtout les témoins d’une tuberculose active. Ils présentent des fluctuations plus ou moins
importantes rendant tres relatives le diagnostic sérologique. En plus, ils manquent de spécificité.
Toutefois, il a été montré que chez les animaux présentant un état généralisé de la maladie, le
titre d’anticorps sériques est élevé [98]. Par ailleurs, des analyses plus poussées sur 1’équilibre
immunitaire chez le bétail infecté par le M. bovis, ont également révélé un lien entre I’évolution
de la pathologie et I’éminente profile immunitaire ThO (IFN-y et la réponse d’IgG1). Chez ces
animaux, le développement d’anticorps anti mycobactérienne par les cellules de type B (Isotype
partiel d’IgG1) correspond au développement de la pathologie. Il a été aussi montré que le taux
d’isotype IgG1 anti-M. bovis est proportionnel a I’importance des I1ésions tuberculeuses alors
qu’il n’existe aucune relation entre ces derniéres et la réponse immunitaire a médiateur

cellulaire .

2. physiopathologie des mycoplasmoses respiratoires

2.1. Généralités sur les mycoplasmes

Les mycoplasmes font partie de la classe des Mollicutes (mollis, mon : cutis : peau, en
latin), qui s'oppose a celle des Schyzomycetes, ou bactéries a paroi rigide. La classe des

Mollicutes comporte aujourd’hui 5 ordres : les Mycoplasmatales, les Entomoplasmatales. les
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Acholeplasmatales, les Anaeroplasmatales et un dernier ordre regroupant les organismes

incertae sedis, dont la position dans la classification n'est pas encore totalement définie [99].

L'ordre des Mycopiasmataies définit une famille unique - les Mycoplasmatacae - qui
réunit les génies Mycoplasma, Ureaplasma et depuis récemment les genres Eperythrozoon et
Haemobartonella, bactéries parasites des érythrocytes de nombreuses especes animales,
auparavant apparentés aux Rickettsies [100]. Ce travail portera uniquement sur les genres
Mycoplasma et Ureaplasma, qui regroupent les principaux mycoplasmes pathogénes des

ruminants.

L'ordre des Entomoplasmatales regroupe des bactéries retrouvées notamment chez les
Insectes. L'ordre des Anaeroplasmatales est composé de bactéries anaérobies strictes, qui sont

uniquement présentes dans le rumen.

Ce sont les analyses successives des séquences d'ARN ribosomique 16S qui ont permis
de caractériser I'évolution des différentes familles. Les Acholeplasmatales et les
Anaeroplasmatales sont considérés comme les premiers Mollicutes a s'étre différencié de leurs
ancétres bactériens GRAM+ par la perte de matériel génétique (évolution dégénérative). Les
Spiroplasmatacae se sont ensuite séparés de la branche des Acholeplasmatacae, certaines

souches ayant vraisemblablement évolué pour former les Mycopiasmatacae [101].

La classe des Mollicutes regroupe environ 200 espéces identifiées a ce jour , dont 102
du genre Mycoplasma. Elles sont actuellement classées selon leur spécificité d'héte et leurs
capacités de croissance. Environ 40 espéces ont été isolées chez les ruminants. Classiques ou

occasionnelles, leur importance médicale et économique est extrémement variable.

Les mycoplasmes sont des bactéries de petite taille (0.3 a 0.8 um de diametre), dont la
particularité essentielle est I'absence de paroi rigide. Es peuvent donc revétir des formes tres
variées selon les conditions du milieu. Leur capacité a se déformer leur permet de traverser des

filtres biologiques de porosité 0.2 a 0.4 um.

Pour la plupart des especes, les colonies ont un aspect typique en « ceufs sur le plat ».

Elles sont donc tres reconnaissables sur milieu de culture lorsqu'on parvient a les isoler.
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2.2. Transmission des mycoplasmes

La transmission est principalement horizontale, par contact direct entre les mufles, le
sphincter des trayons ou le tractus génital. La contamination se produit généralement apres
I'introduction de nouveaux animaux au sein d'un troupeau, souvent porteurs sains de M. bovis.
Un animal malade contamine le reste du troupeau par le biais de ses sécrétions (jetage nasal,
lait, sperme...). Une étude clinique menée aux Etats-Unis sur des cas de pneumonie endémique
dans un troupeau ou M. bovis et P. multocida étaient fréquemment isolés a montré que prés de
la moitié des veaux laitiers partagent des mycoplasmes a 5 jours d'dge, cette proportion
atteignant plus de 90% aprés 4 semaines [102]. Les cas cliniques sont plus fréquents vers 10-
15 jours d'age, avec plus de 10% de mortalité due a une pneumonie fibrineuse sévere. Une autre
étude, menée en France en 2003 sur des veaux de boucherie allotés a 2-3 semaines, révele 60 a
100% de seroconversion vis-a-vis de M. bovis dans les semaines suivant un épisode respiratoire
chez les témoins, alors que 2% seulement des veaux présentaient des anticorps anti-M. bovis
lors de l'allotement [103]. La diffusion du mycoplasme a tropisme respiratoire semble donc
rapide et large au sein d'un lot. Les animaux convalescents excrétent ensuite pendant une longue
période, et les porteurs chroniques sont en général responsables de la persistance de M. bovis
au sein d'un troupeau.

L’infection peut ainsi rester latente pendant des mois, puis réapparaitre suite a un stress.

Il existe également une transmission verticale mére-veau, principalement par le lait
contaminé (42). Ce n'est cependant pas la seule voie possible, puisque des contaminations sont
constatées sur des troupeaux utilisant du lait pasteurisé ou de la poudre de lait [104]. La

possibilité d'une transmission verticale in utero est également évoquée [105].

L'environnement est a lui seul une source non négligeable de contamination, du fait de
la persistance de M. bovis sur le matériel de traite et sa résistance aux dessications du milieu
extérieur par la formation de biofilms [106]. Expérimentalement, la survie est de 59 a 185 jours

en milieu liquide, avec des variations suivant la temperature, la nature du milieu et le pH .
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2.3. Interactions avec le systeme immunitaire

Les interactions des mycoplasmes avec le systeme immunitaire de I'ndte mettent enjeu
des mécanismes spécifiques et non-spécifiques. La plupart des études immunologiques
s'intéressent aux mycoplasmes pathogénes humains connue M. pulmonis ou M. pneumoniae.
Cependant, une similitude peut étre envisagée dans le cadre de I'étude des mycoplasmoses des

ruminants.

Deux facteurs de virulence sont reconnus pour entrainer une exacerbation du systeme
immunitaire : les lipoprotéines, dont les nombreux groupements lipidiques possédent un fort
pouvoir immunogene, et la capsule polysaccharidique présente chez quelques especes de

mycoplasmes, notamment M. mycoides subsp. mycoides SC.

Lors de la colonisation des épithéliums (notamment respiratoires), les mycoplasmes
interagissent avec les macrophages et les monocytes et stimulent également la production de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a pour M. bovis et M. mycoides subsp. mycoides SC). Ces
médiateurs de l'inflammation favorisent I'expression de molécules d'adhésion a la surface des
cellules endothelials et des neutrophiles. Les lymphocytes sont ensuite attirés sur le site de
I'inflammation par les composants cellulaires des mycoplasmes. Ils sont alors activés ou
inactivés de maniere non-spécifique et polyclonale par I'action combinée des cytokines et des
mycoplasmes. Cette activité mitotique concerne les lymphocytes B et ou T selon les souches et
semble liée a la présence de certaines lipoprotéines au sein de la membrane. Elle varie
énormément d'une souche a une autre [107]. Enfin, les mycoplasmes sont également capables
d'augmenter conjointement l'activité des macrophages, des cellules NK (Natural Killers) et des

cellules T. lls peuvent également activer la cascade du complément.

Cette habileté a moduler la réaction immunitaire de I'h6te leur permet d'éviter ou de
supprimer les mécanismes de défense de I'hdte et d'établir une infection persistante. Les
infections naturelles & mycoplasmes sont généralement caractérisées par un faible nombre
d'anticorps, et une réponse immunitaire & mediation cellulaire faible. L'intensité de la réponse

a médiation humorale varie selon les publications, de faible [108] a persistante [109].
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2.4. Facteurs de virulence et modes d’action

Les facteurs moléculaires responsables de la virulence des mycoplasmes présentent, sur
la base de I'analyse des genomes, peu ou pas de similitudes avec les facteurs déja décrits chez
d'autres bactéries. Les mycoplasmes semblent avoir développé des mécanismes spécifiques qui

leur permettent de faire face aux défenses immunes de I'hote.

2.4.1. Etude des facteurs de virulence

Les premiéres études comparatives menées sur des souches exprimant différents degrés
de virulence ont permis d'identifier quelques-uns des mécanismes d'expression du pouvoir
pathogene chez les mycoplasmes. Cette approche a notamment été utilisée sur les especes M.

mycoides subsp. mycoides SC, M. bovis ou M. pneumoniae [110].

L'essor de la génomique a ouvert de nouvelles perspectives pour I'étude des facteurs de
virulence. L'analyse in silico des premiéres séquences complétes de génomes de
mycoplasmes a ainsi permis d'identifier quelques facteurs potentiellement impliqués dans la
virulence de ces bactéries, comme le facteur CARDS TX identifié chez M. pneumoniae
[111]. Toutefois, l'analyse des génomes séquences a rapidement montré les

limites de ces études in silico chez les mycoplasmes.

La mutagénese aléatoire et le criblage de banques de mutants sont actuellement les
approches les plus utilisées pour étudier les facteurs de virulence bactériens. La mutagénése
physico-chimique a recours a l'irradiation aux ultraviolets ou a I'utilisation d'agents mutagenes.
Ces techniques ont été utilisées chez les espéces M. mobile et M. pneumoniae [112]. Toutefois,
le défaut majeur de ces techniques est I'accumulation de
mutations ponctuelles difficilement repérables dans le génome. Le développement de
techniques de mutagénese transpositionelle a permis de contourner ce probleme. Les
transposons Tn916 et Tn4001, ainsi que leurs dérivées [113], ont été
utilisés pour la construction de banques de mutants chez les especes M. genitalium, M.
pneumoniae, M. gallisepticum, M. pulmonis et M. arthritidis [114]. La technique de «
Signature-Tagged Mutagenesis » (STM), plus récente, permet d'identifier chaque mutant a
I'aide d'une séquence spécifique d'’ADN intégrée avec le transposon et de tester des groupes de

mutants plutdt que des mutants individuels [115].
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La mutagénese transpositionelle a largement été utilisée en microbiologie pour la
recherche de genes de virulence [116]. Chez les mycoplasmes, elle a surtout été employée pour
I'étude des bases du vivant , mais a permis l'identification de genes impliqués dans la mobilité,
I'adhérence, ainsi que d'autres facteurs associés a la virulence, comme la déshydrogénase

dihydrolipoamide chez M. gallisepticum [117].

Quelle que soit la technique de mutagénése utilisée, l'identification de facteurs de
virulence repose sur l'utilisation d'un crible de sélection adéquat. L'animal de laboratoire et la
culture cellulaire sont les environnements les plus utilisés . Les modeles cellulaires, plus
simples a mettre en ceuvre, sont une alternative aux études in vivo mais les résultats obtenus
doivent étre confirmés chez I'hdte naturel. Les cellules primaires offrent un environnement
proche de I'hdte. Cependant des problémes de dégénérescence apparaissent souvent apres un
nombre limité de passages. Le recours a des lignées cellulaires immortalisées permet de
contourner le phénomeéne de dégénérescence mais les cellules de ces lignées sont plus éloignées

de I'n6te naturel dont elles conservent peu de caractéristiques.
2.4.2. Variabilité antigénique et variabilité de surface

Les mycoplasmes ne possédent pas de paroi et leur membrane plasmique est en contact
direct avec l'environnement. Les protéines membranaires assurent donc directement les
échanges avec le milieu extérieur et sont la cible de la réponse immune de I'néte. Afin
d'assurer leur survie et d'échapper a la réponse humorale, les mycoplasmes ont développé
une stratégie qui repose sur des variations a haute fréquence des protéines de surface ainsi
que sur des modifications de leur taille et/ou de leur structure [118]. Différents systémes sont
mis en ceuvre par les mycoplasmes pour assurer ces variations aléatoires d'expression des

protéines.

Le premier mécanisme, décrit chez M. hyorhinis, repose sur l'insertion ou la délétion
d'un ou de plusieurs nucléotides dans la région promotrice des génes codants pour les protéines
de surface VIps [119]. Ces variations affectent directement et de fagon drastique la transcription
du géne situé en aval du promoteur. Un systeme similaire a été identifié chez M. gallisepticum
[120]. Un second mécanisme a été identifié chez M. agalactiae (genes vpma), M. bovis (génes
vsp) et M. pulmonis (génes vsa). Une recombinase permet une inversion des brins d'/ADN entre

des sites de recombinaison spécifiques, positionnant de fagon alternative des genes silencieux
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derriere un promoteur actif [121]. Un systeme identique, basé sur des réarrangements de la
région promotrice devant les génes mip, a été mis en évidence chez M. penetrans [122]. Enfin,
M. synoviae posséde un unique gene vIhA et de multiples pseudogeénes répartis sur I'ensemble
du génome [123]. Des recombinaisons entre ces pseudogeénes et le géne vIhA permettent de

remplacer une partie de la séquence du gene vIhA par la séquence des pseudogenes.

Des variations de taille et de structure des proteines exprimées sont également possibles.
Ainsi chez M. agalactiae, des glissements de I'ADN polymeérase sur les brins d’ADN provoquent
des variations de taille des Vpmas, des recombinaisons homologues entrainent des variations
de leur structure et des duplications de genes permettent I'émergence de versions alléliques et
de nouveaux produits [124].

Les mécanismes décrits ici et les variations de taille ou de structure peuvent intervenir

d'une fagon simultanée, générant un répertoire trés dynamique des protéines de surface .

2.4.3. Adhésion aux surfaces épithéliales

L'adhésion des mycoplasmes aux surfaces mucosales est une étape importante pour
Iinfection et la colonisation de I'h6te [125]. Les espéces M. pneumoniae et M.
genitalium possédent une structure terminale « en pointe » ou se concentrent les adhésines
et autres protéines impliquées dans I'adhésion [126]. Tous les mycoplasmes ne possédent pas
ce type de structure spécialisée mais sont néanmoins capables d'adhérer aux cellules de I'néte.
La lipoprotéine T (LppT) de M. conjunctivae est impliquée dans l'adhésion aux cellules
synoviales ovines. Cette lipoprotéine présente un motif RGD (Arginine-Glycine-Aspartate) qui
suggere la participation de certaines intégrines ovines dans l'adhésion du mycoplasme [127].
Les récepteurs cellulaires utilisés par les mycoplasmes pour I'adhésion sont des macromolécules

complexes de type sialoglycoconjugués et des glycolipides sulfatés .

Des études menées chez M. gallisepticum, M. pneumoniae et M. genitalium ont montré

qu'une perte de I'adhésion était accompagnee d'une perte de la virulence [128].

Chez M. agalactiae, la lipoprotéine P40 [129] participe a I'adhésion mais n'est pas

exprimée chez toutes les souches indiquant que d'autres protéines peuvent étre
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impliquées dans ce processus. Les études menées chez M. pneumoniae ont montre que

I'adhésion était un processus multifactoriel .

2.4.4. Invasion de la cellule hote

Les mycoplasmes sont des parasites extracellulaires, mais des études récentes ont
montré que certaines especes possédent la capacité de pénétrer dans les cellules non
phagocytaires. L'invasion cellulaire a notamment été étudiée chez M. penetrans [130]. Elle a
également été démontrée pour d'autres mycoplasmes comme M. fermentans, M. genitalium, M.
pneumoniae et M. gallisepticum [131]. L'invasion cellulaire est un processus complexe dont les
acteurs restent encore a définir. L'intervention de la fibronectine a été suggérée pour
I'internalisation de M. penetrans [132] et de M. pneumoniae [133] par analogie avec des
observations faites chez Neisseria gonorrhoeae et Staphylococcus aureus [134]. La subversion
du cytosquelette pourrait étre une autre stratégie aboutissant a I'invasion des cellules de I'hote
[135].

La capacité de M. agalactiae a envahir les cellules de I'h6te reste a démontrer.

2.4.5. Subversion de la réponse immune

Les mycoplasmes sont capables d'exercer des effets immunomodulateurs sur le systeme

immunitaire de leur hote.

En 1981, Geary et ai ont mis en évidence une toxine inflammatoire chez M. bovis qui
serait capable d'activer le complément [136]. Des protéines membranaires de M. fermentons

seraient également liées a I'activation du complément [137].

L'induction de la prolifération des lymphocytes B et T par M. arthritidis fait I'objet
d'études detaillées [138]. L'activation des lymphocytes T par une protéine présente dans du
surnageant de culture a permis d'identifier un superantigene, nommé MAM pour « Mycoplasma
arthritidis mitogen ». D'autres mycoplasmes, comme M. pulmonis, sont également capables
d'activer les lymphocytes B et T [139]. Ce dernier induit aussi une augmentation de l'activité

Iytique des cellules NK (« Natural Killer ») [140]. Les espéces M. penetrans et M. fermentans
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peuvent respectivement envahir et fusionner avec les lymphocytes T et induire la mort de ces
cellules [141].

De nombreuses especes de mycoplasmes sont également capables d'interagir avec les
monocytes et les macrophages. Cette interaction aboutit a la production de cytokines, comme

I'interféron et les interleukines 2, 4 et 10 .

Enfin, des études récentes ont montré que M. gallisepticum et M. synoviae possedent

une protease capable de cliver les immunoglobulines de type G [142].

Chez M. agalactiae, la protéine P48 [143] présente des motifs similaires a ceux de
protéines membranaires de M. fermentons dont I'activité biologique est liée a I'activation du

complément et a I'induction des cytokines [144].
2.4.6. Production de toxines et de métabolites toxiques

Un facteur de virulence nommé CARDS TX pour « Community-Acquired Respiratory
Distress Syndrome Toxin » a été identifié chez M. penetrans et M. pneumoniae. Cette toxine
présente des similitudes avec des ADP-ribosyltransférases comme la toxine pertussique de
Bordetella pertussis [145]. Les ADP-ribosyltransférases induisent des modifications protéiques
post-traductionnelles sur les protéines qui lient les nucleotides [146]. De telles modifications
ont été observées en culture cellulaire avec une protéine CARDS TX recombinante [147]. Le
facteur CARDS TX est a ce jour I'un des rares produits mycoplasmiques semblables a des

toxines bactériennes plus classiques.

Des agents nécrotiques digérant les tissus ont été mis en évidence chez M. alligatoris
[148]. Il s'agirait d'une hyaluronidase et d'une sialidase, toutes deux présentant des homologies
avec des protéines sécrétées par Closthdium perfringens. L'interaction entre hyaluronidase et
sialidase serait nécessaire a lI'expression du pouvoir pathogéne chez M. alligatoris. M. crocodyli
posséde également une hyaluronidase mais pas de sialidase fonctionnelle ce qui pourrait

expliquer son faible pouvoir pathogene en comparaison avec M. alligatoris .

Enfin, la production de radicaux peroxydes ou superoxydes peut également étre a
I'origine de dommages cellulaires. Des études menées chez M. mycoides subsp. mycoides SC
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ont montré que les souches africaines possédaient plusieurs génes impliqués dans le transfert
du glycérol (GtsABC), contrairement aux souches européennes considérées comme moins
virulentes. Cette incapacité a transporter le glycérol pourrait étre a I'origine de I'atténuation de
leur virulence [149]. Le glycérol absorbé serait phosphorylé en glycérol-3-
phosphate (G3P) puis la (L-alpha)-glycérophosphate oxydase (GIpO), protéine membranaire,
catalyserait I'oxydation du G3P en dihydroxyacétone phosphate (DHAP) avec production de
peroxyde d'hydrogéne (H202). Les souches européennes, incapables de transporter le
glyceérol, produisent une quantité réduite d'H202 et sont moins cytotoxiques que les souches

africaines .

La production d'H20- a été rapportée pour certaines souches de M. agalactiae [150].

2.4.7. Perturbations du cycle cellulaire

Les mycoplasmes peuvent se développer en culture cellulaire et interagir avec les
cellules eucaryotes durant de longues périodes sans induire d'effets cytopathiques aigus.
Cependant, la présence de mycoplasmes a la surface ou a l'intérieur des cellules eucaryotes peut
induire des signaux capables de perturber le cycle cellulaire.

Des études récentes ont montré que plusieurs mycoplasmes peuvent provoquer une
inhibition de la prolifération et induire la mort cellulaire accompagnée par une fragmentation
de I'ADN caractéristique de l'apoptose. On peut citer M. arginini, M. bovis, M. hyorhinis, M.
penetrans, M. fermentans, M. mycoides subsp. mycoides SC et M. alligatoris [151].
Paradoxalement, en plus de leur effet apoptotique, M. fermentans et M. penetrans, peuvent
induire une prolifération cellulaire [152]. Des effets mitotiques ont été observés lors de
I'infection par M. arginini, M. arthritidis, M. fermentans et M. penetrans [153]. Enfin, des
aberrations chromosomiques et une instabilité génétique ont été décrites en présence de M.
orale, M. hominis, M. salivarium et M. fermentans [154]. Les mécanismes responsables de

I'altération de la structure des chromosomes restent toutefois inexpliqués.
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Chapitre 3 :

physiopathologie des infections bactériennes de ’appareil génital
(chez les ruminants)
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1. Physiopathologie de la brucellose

1.1. Généralités sur Brucella

Conformément a la définition phylogénétique d’une espéce, le genre Brucella est divisé
en six (6) espéces elles mémes séparées en biovars, en fonction d’une relative spécificité vis-a-
vis de leur espéce hote animal naturel. On distingue: B. melitensis (3 biovars), B. abortus (9
biovars) le plus souvent rencontré en Afrique, B. suis (5 biovars), B. ovis, B. canis et B.
neotomae. Deux espéces identifiées chez des mammiferes marins ont été proposees: B. ceti chez
les dauphins et B. pinnipedialis chez les pinnipédes [155]. En 2007, une autre espéce B. microti
est isolée chez les campagnols (Microtus arvalis) en République Tcheque et en 2008 chez les
renards sauvages en Autriche [156]. L’espéce B. inopinata a été isolée aux Etats Unis a partir
d’une prothése mammaire d’une patiente [157] et porte le nombre d’espéces de Brucella a dix
anos jours. Les brucelles affichent une proximité génétique avec quelques bactéries pathogenes
ou symbiotiques des plantes du genre Agrobacterium et rhizobium, avec des pathogéenes
animaux (Bartonella) et avec des bactéries opportunistes ou telluriques (Ochrobactrum) [158].

Brucella est une bactérie gram négatif, coco bacille (groupés par pair) de 0,5 a 1,5
micron de long sur 0,4 a 0,8 micron de large relativement rectiligne avec deux extrémités

arrondies (05). Elle n'est ni sporulée, ni capsulée, ni flagellée.

Elle est principalement anaérobie [159]et a un développement intra-cellulaire.
1.2. Sources et modes d’infection

Les animaux infectés ou les porteurs latents constituent les sources de contagion durant
toute leur vie. Le contenu de l'utérus gravide, les sécrétions vaginales, 1’urine contaminée, le

colostrum, le lait et le sperme de ces animaux représentent les matiéres virulentes.

L’infection se fait par voie cutanée, conjonctivale, respiratoire, digestive et vénérienne.
Quelle que soit I’espéce animale ou I’Homme, la transmission de la maladie peut se faire de
maniere verticale (in utero ou pendant la parturition) ou de maniére horizontale par contact
direct entre les sujets sains et infectés et par I’intermédiaire de matiéres virulentes, des locaux

et matériels souillés et des produits infectés (lait et viande).
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Tres peu de cas de transmission interhumaine ont été signalés [160], mais il a été suggéré
une transmission interhumaine entre un microbiologiste travaillant sur Brucella et sa femme
[161] d’une part, et d’autre part la contamination d’un nouveau né ayant été allaité par le lait

maternel infecté [162].

1.3. Facteurs de réceptivité et de sensibilité

Chaque espéce de Brucella semble avoir son espéce animale préférée, mais cette
spécificité d’espece n’est pas stricte car certaines especes animales font une infection liée a la
présence d’autres types de brucelles. C’est le cas de la chévre qui résiste a 1’infection par B.
abortus, alors que le bovin et I’ovin sont des hotes préférentiels de B. abortus ; et les ovins, de

B. ovis. La gestation est un important facteur de sensibilité.

Toutefois, la brebis exprime rarement une infection a B. ovis, tandis que le bélier
présente dans 50% des cas de symptomes. Les jeunes restent des porteurs latents car la maladie

ne s’exprime qu’aprés la puberté pour rester infectés toute leur vie [163].

1.4. Les mécanismes de pathogénicité de Brucella

Plusieurs espéces de Brucella peuvent contaminer I'homme. Toutefois, le degré de
gravité est variable selon les espéces considérées.

Les espéces de Brucella difféerent dans leur capacité a provoquer des maladies humaines
invasives. B. melitensis est la plus pathogene, B. abortus est associée a des infections moins
fréquentes et a une majorité des cas sub-cliniques. La virulence de S. suis est variable pour
I'nomme [164].

Ils ne sont pas encore totalement connus. Les Brucella virulentes sont des parasites
intracellulaires facultatifs qui peuvent infecter a la fois des cellules phagocytaires et non
phagocytaires [165]. Les voies de transmission de la brucellose sont multiples puisqu'elles
peuvent concerner l'ingestion, le contact avec des abrasions cutanées ou certaines muqueuses,
mais aussi l'inhalation. Des études animales suggerent qu'aprés passage des barriéres
épithéliales, les organismes sont rapidement ingérés par les cellules phagocytaires (neutrophiles

et macrophages).
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Le principal facteur de virulence des espéces de Brucella est le lipopolysaccharide (LPS)
de la paroi cellulaire. Comme nous l'avons vu, il existe a la fois des formes « S » lisses (S.
metitensis, B. abortus, B. suis) et « R » rugueuses (S. canis). Ces dernieres présentent des
souches possédant des LPS rugueux ayant beaucoup moins de virulence chez I'numain. Apres
opsonisation et ingestion par les cellules phagocytaires, les bactéries sont capables de survivre
et de se multiplier a I'intérieur des phagosomes. Ceci est rendu possible par la production de
dérivés azotés, l'adénine et la guanine monophosphate (GMP), qui inhibent la fusion du
phagosome et du lysosome, I'activité oxydative ainsi que la production de facteur de nécrose

tumorale correspondant au systéme bactéricide [166].
1.5. Interactions avec le systeme immunitaire

Les défenses spécifiques de I'h6te contre Brucella sont similaires a celles engagées
contre les autres bactéries intracellulaires et mettent en jeu deux types de mécanisme

immunitaire : une médiation humorale (mettant en jeu les anticorps) et une médiation cellulaire.

Le réle de la médiation humorale : I'administration passive d'anticorps directement au
contact du LPS a montré une réduction du nombre de Brucella survivant dans le foie et la rate
de souris expérimentales, indiquant un réle des anticorps dans la protection. Cependant, le

principal mécanisme de défense contre Brucella est la médiation cellulaire.

Le role de la médiation cellulaire : il a été montré qu'apres avoir phagocyté Brucella,
les macrophages présentaient les antigénes de la bactérie aux lymphocytes T qui produisent
alors des lymphokines. Ces agents (dont I'interféron, acteur principal dans le cas d'infection a
Brucella) activent les anciens macrophages inefficaces et leur donnent un potentiel bactéricide.
Les lymphokines dérivées des lymphocytes T attirent alors d'autres cellules sur le lieu de
Iinfection. Ceci conduit a la formation de granulomes. Simultanément, d'autres cellules
phagocytaires actives sont amenées sur le site de I'infection. Cette réponse inflammatoire est
induite par les lymphocytes T qui produisent des cytokines, des facteurs de colonie stimulants,

des facteurs de nécrose tumorale et d'interleukine .

Suite aux réactions de I'ndte, les lésions des tissus ou granulomes provoqueés par les

especes de Brucella chez I'nomme, sont composes de cellules épithéliales, de leucocytes
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polymorphonucléaires, de lymphocytes et de quelques cellules géantes. En cas d'infection avec
B. melitensis, ces granulomes sont particulierement petits, bien que la toxicité associée a cette
espéce soit forte. 1l n'y a généralement pas de nécroses ni de formation d'abces, excepté dans le
cas de B. suis. L'hypersensibilité rapidement développée par I'nomme au contact des antigenes
de Brucella suggere que la plupart des symptémes de la brucellose humaine résultent de la

réaction des défenses de I'hote .

La sensibilité a la médiation cellulaire differe selon les espéces considérées, B. abortus
étant facilement tuée au contraire de B. metitensis qui est rarement affectée. La lyse par le sérum
(médiation humorale) peut se produire, méme en I'absence d'anticorps d'agglutination avec, la
encore, une plus grande sensibilité de B. abortus par rapport a B. melitensis. Les différences
entre les types de LPS, la sensibilité a la lyse par le sérum et a la médiation cellulaire peuvent

expliquer les différences de pathogénicité des espéces chez les humains.

Si elle n'est pas tuée par les mécanismes bactéricides a l'intérieur du phagosome, la
bactérie détruit son hote cellulaire et infecte d'autres cellules. Brucella peut aussi se répliquer

extracellulairement dans les tissus de I'hdte .

1.6. La diffusion de Brucella dans I'organisme

Les Brucella sont ingérées par les neutrophiles et les macrophages qui les transportent
alors vers les ganglions lymphatiques locaux. La bactérie se développe sous une a trois
semaines apres l'exposition si le systeme immunitaire de I'néte ne peut contenir l'infection
[167].

Les bactéries diffusent alors largement a partir des tissus lymphoides locaux soit par
transport a l'intérieur des cellules phagocytaires, soit extra cellulairement par le flux sanguin
mais ces mécanismes de dispersion ne sont pas bien connus. Les bactéries peuvent se localiser
dans certains organes cibles comme les ganglions lymphatiques, la rate, le foie, la moelle
osseuse, et specifiqguement chez les animaux les organes reproducteurs. La présence de méso-
érythritol dans les testicules et les vésicules séminales des taureaux, chevres et verrats ainsi que
dans les produits de la conception chez les ruminants et truies gravides stimule énormément la
multiplication de Brucella. Ce facteur influengant la localisation des bactéries au sein des

organes reproducteurs est absent chez I'homme .
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En résumé, l'origine des diverses manifestations cliniques chez les sujets atteints de
brucellose n'a pas encore été clairement élucidée. Toutefois, il ne fait aucun doute que
l'augmentation de la réplication de Brucella chez I'h6te est largement due a sa capacité a eviter
les mécanismes de "killing" cellulaire, a proliférer dans les macrophages comme d'autres
pathogenes intracellulaires. Brucella ne résiste pas seulement & la destruction par les
neutrophiles apres phagocytose, mais se réplique aussi dans les macrophages. De plus, la survie
dans ces derniers permet I'établissement d'infections chroniques, la bactérie échappant aux
mécanismes extracellulaires humoraux de défense de I'nbte comme le complément et les

anticorps [168].

2. Physiopathologie des mammites

2.1. Généralités sur les staphylocoques

Les staphylocoques appartiennent a la famille des Micrococcaca qui comprend quatre
genres : Micrococcus, Staphylococcus, Stomatococcus et Planococcus [169]. La classification
des staphylocoques a été faite sur la base d’analyses des séquences des génes codants pour
I’ARN ribosomal (ARNr) 16S. Le genre Staphylococcus est classé dans la famille des
Staphylococcace qui comprend 45 especes et sous especes dont dix sept ont été retrouvées chez
I’homme [170].

La coloration de Gram, la morphologie des colonies sur milieux gélosés et différents
tests biochimiques permettent d’identifier le genre Staphylococcus et I’espéce S. aureus. Les
staphylocoques sont donc des cocci a Gram positif, isolés ou groupés en amas, immobiles,
mesurant de 0.8 a 1 um, non sporulés, parfois encapsulés, catalase positive et oxydase négative.
S. aureus est identifié sur I’aspect pigmenté des colonies, la positivité des tests de la coagulase.
En cas de résultats discordants entre les tests de la coagulase et d’agglutination, 1’identification
peut étre faite par des galeries de tests biochimiques ou des sondes nucléiques spécifiques de S.
aureus.

2.2. Origine de la contamination
La peau et les muqueuses des animaux a sang chaud constituent la niche écologique de

S. aureus. Chez I’homme, les fosses nasales, le cuir chevelu et les mains sont les principales

localisations [171]. Chez les ruminants et plus particulierement chez la vache, S. aureus se
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retrouve majoritairement dans les naseaux et sur la peau des trayons [172]. Il est capable de
survivre dans D’environnement direct de 1’animal puisque de nombreuses espéces de
staphylocoques peuvent étre retrouvées dans 1’air, dans la salle de traite, la litiere et au niveau

des lésions cutanées.
2.3. Etapes du processus infectieux

La premiéere étape du processus infectieux est la contamination du trayon. Le
franchissement du canal du trayon, méme par un trés petit nombre de bactéries, leur donne acces
a la lumiere de la glande et suffit a induire une infection mammaire [173]. Le canal du trayon
est donc central dans la protection de la mamelle. Apres 1’entrée dans la lumiére de la glande
mammaire, les staphylocoques vont avoir la capacité de se répliquer dans le milieu lait, malgré
certaines conditions non favorables : pression partielle en oxygéne faible, composés
bactériostatiques. Les étapes suivant la multiplication intraciternale sont des étapes
primordiales dans la survie et donc dans la persistance de S. aureus dans la mamelle. En absence
d’observation et de données claires in vivo, ces étapes sont pour 1’heure relativement
spéculatives. Ces étapes sont I’adhésion a I’épithélium des citernes et des canaux galactophores

puis I’internalisation des staphylocoques dans les CEM.

2.3.1. Adhésion de S. aureus aux cellules du tissu mammaire

S. aureus a la capacité de coloniser les tissus de I’hote en adhérant aux surfaces
abiotiques (par ex. équipements médicaux ou de traite) ou directement aux cellules eucaryotes
et aux composants de la matrice extracellulaire. En effet, S. aureus peut adhérer a 1’épithéluim
ou I’endothélium de 1’hote via son affinité vis-a-vis de la fibronectine (Fn), du fibrinogene (Fg),
de I’¢lastine, du collageéne et du facteur de Von Willebrand [174]. Dans le contexte mammaire,
plusieurs études in vitro ont démontré la capacité de S. aureus a adhérer aux cellules épithéliales
mammaires [175]. Il a été montré que S. aureus possede un fort taux d’adhésion a de
nombreuses lignees cellulaires (épithéliales, endothéliales, kératinocytes, macrophages) [176],
mais que ce taux varie en fonction de la souche bactérienne sélectionnée et qu’il dépend aussi
du fond génetique du donneur de la lignée cellulaire [177]. Cette étape d’adhésion, bien que
clairement identifiée sur modele cellulaire notamment par des études de microscopie, reste

difficile a observer sur explants et encore plus sur des prélevements de tissus infectés. La
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multitude d’adhésines présentes a la surface de S. aureus lui conferent une forte capacité

d’adhésion aux cellules ainsi qu’aux tissus conjonctifs de la matrice interstitielle.
2.3.2. Internalisation de S. aureus aux cellules du tissu mammaire

Suite a 1’adhésion, il est probable qu’une partie au moins des staphylocoques soit
internalisée au sein des cellules de I’hote. En effet, la capacité d’internalisation de S. aureus
dans une variété de cellules de I’hote a en effet été démontrée. S. aureus est aujourd’hui reconnu
comme pathogene potentiellement intracellulaire [178]. Des études de microscopie a
transmission réalisées sur modéles cellulaires ont montré cette capacité de S. aureus a
internaliser les cellules épithéliales mammaires notamment dans la lignée cellulaire bovine
MAC-T ou I’internalisation peut étre massive . Des S. aureus isolés de mammites peuvent donc
envahir les cellules en culture, et leur taux d’internalisation est généralement corrélé au taux
initial d’adhésion [179]. A I’heure actuelle, I’internalisation reste cependant controversée dans
le cas des mammites car non observée in vivo. Les mécanismes mis en jeu lors de
I’internalisation de S. aureus sont aujourd’hui intensément étudiés et de mieux en mieux
caractérisés essentiellement sur modele cellulaire. La pénétration de S. aureus dans les cellules
épithéliales mammaires fait intervenir un mécanisme de type zipper, processus d’interaction
entre des protéines bactériennes et cellulaires conduisant a la formation de pseudopodes

invaginant la bactérie adhérée [180].

L’internalisation de S. aureus passe par un mécanisme d’endocytose faisant appel a des
récepteurs spécifiques. En effet, les protéines fixant la fibronectine semblent nécessaires (mais
pas indispensables) a I’adhésion et elles sont par contre indispensables a 1’internalisation [181].
Il a clairement été démontré que des souches mutantes de S. aureus, délétées de leurs protéines
de liaison a la fibronectine (Fnb A et B) perdent la capacité d’internaliser dans les cellules
épithéliales mammaires. Les protéines de liaison a la fibronectine de S. aureus permettent
d’interagir avec la fibronectine cellulaire présente dans le milieu extracellulaire. Cette
interaction primaire entre le pathogéne et la fibronectine permet a S. aureus d’étre en interaction
avec des récepteurs spécifiques de 1’hote. Ces récepteurs cellulaires sont des intégrines a5p1
présentes a la surface de la majorité des cellules eucaryotes. Les intégrines aSp1 sont des points
focaux permettant I’ancrage du cytosquelette cellulaire. En effet, les intégrines sont directement
reliées au réseau d’actine participant a I’architecture cellulaire. Cette interaction secondaire

entre S. aureus — Fibronectine — Intégrines a5p1 entraine, par une cascade de signalisation, un
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remaniement de I’architecture cellulaire conduisant a la formation de pseudopodes et donc a

I’invagination par endocytose du pathogene [182].
2.3.3. Vie intracellulaire de S. aureus et persistance intramammaire

Le devenir de S. aureus et de la cellule infectée va dépendre de la souche impliquée
[183], mais aussi de la susceptibilité des cellules de 1’hdte aux différents facteurs de virulence.
La capacité de survie au sein des cellules de 1’hote aprés son internalisation représente une
évolution similaire a celle des pathogénes intracellulaires, favorisant la persistance du

pathogéne et conférant un aspect chronique a I’infection.

2.3.3.1. Effet cytopathique

Des études récentes ont montré que 1’invasion de cellules épithéliales (MAC-T et HelLa)
par des souches de S. aureus d'origine humaine ou animale avait des répercussions sur le cycle
cellulaire de la cellule hote. En effet, I’invasion par S. aureus ralentit la prolifération cellulaire
et induit un effet cytopathique [184]. Les auteurs révélent qu’une viabilité bactérienne semble
nécessaire a 1’effet cytopathique qui se manifeste par une transition entre la phase G2 et M plus
longue. Ce retard semble favoriser la réplication de S. aureus, et donc sa propagation au sein
de I'nGte .

2.3.3.2. Persistance intracellulaire et « Small Colony Variant »

Une fois internalisées, toutes les bactéries ne vont pas étre dégradées sous 1’action
phagolysosomale mais pourront survivre pour de longues périodes au sein de différentes lignées

cellulaires.

Dans de nombreux cas et notamment lors de mammites, la persistence des infections est
attribuable a la formation de « Small Colony Variant » (=SCV) [185]. Les SCV apparaissent
spontanément dans la population de S. aureus internalisée et présentent des caractéristiques
différentes de la souche parentale : croissance lente, absence de pigmentation, non hémolytique.
Les etudes genomiques réalisées sur les SCV révelent que dans beaucoup de cas, une mutation
dans le locus « agr », un des régulateurs majeurs de la virulence, entraine une défaillance dans
la production de facteurs de virulence sous contrle du quorum-sensing [186]. Outre une

virulence atténuée, le phénotype SCV confere une paroi plus épaisse [187] et une surexpression
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du facteur sigma alternatif oB, permettant une meilleure résistance face aux stress

environnementaux [188].

Ces observations confirment le fait que S. aureus persiste dans les cellules de 1’hote sous
la forme de SCV et participe a la formation de réservoir pour des infections récurrentes. Tel un
cheval de Troie, dans le cas des mammites, la pathogénicité des SCV est liée a sa capacité a
résister aux défenses de 1’hote et aux traitements antibiotiques avec une tendance a réverter vers
le phénotype sauvage lorsque les conditions redeviennent favorables, conduisant a la chronicité
de I’infection. Attala et al en 2008 ont ainsi identifié dans leur campagne d’échantillonnage que
50 % des souches de S. aureus isolées de mammites chroniques présentent un phénotype SCV
[189].

2.3.3.3. Induction de la mort cellulaire

Outre cette capacité de persistence sous forme de SCV, S. aureus peut sortir de
I’endosome sous 1’action notamment de 1’a-toxine. Une fois dans le cytoplasme, il peut se
répliquer et induire la mort de la cellule infectée pour ensuite se disséminer vers les tissus sous-
jacents [190]. Certaines études montrent que la mort cellulaire induite par S. aureus est
complexe et multifactorielle, mais qu’elle fait majoritairement intervenir un mécanisme
caspase-dépendant sous I’action de l’a-toxine et d’autres toxines hémolytiques [191].
Haslinger-Loffler et al. en 2005 identifient que la localisation intracellulaire de S. aureus est

indispensable a I’induction de la mort cellulaire [192].

Les facteurs de virulence requis pour induire une mort apoptotique semblent étre sous
dépendance de « agr » et du facteur sigma alternatif oB [193]. Cependant S. aureus ne semble
pas induire un seul type de mort cellulaire, et celle-ci semble dépendante de la souche, de la
multiplicité d’infection et du stade de croissance de la souche étudiée [194]. Malgré 1’ensemble
de ces connaissances, la pathogénese de S. aureus et sa capacité de persistence sous forme de
SCV dans les cellules épithéliales mammaires restent mal comprises, notamment par absence

de preuve in vivo.
2.4. Les facteurs de virulence et modes d’action

Le cycle infectieux de S. aureus révele deux grandes étapes, la colonisation et la

dissémination vers d’autres tissus, cette derniere impliquant la mise en place de mécanismes
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d’échappement et de lutte contre le systéme immunitaire. Les facteurs de virulence de S. aureus
répondent a ces différentes etapes et leur expression est séquentielle [195]. Chez S. aureus, les
facteurs de colonisation sont d’abord exprimés puis les facteurs de virulence sécrétés
contribuant a la dissémination du pathogéne dans 1’organisme prennent le relais. Cette
régulation fine entre facteurs de colonisation et facteurs de virulences se fait notamment via le

quorum-sensing et le systéme « agr ».

2.4.1. Les MSCRAMMs: « Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules »

S. aureus exprime certains facteurs de virulence a sa surface telles les adhésines qui
appartiennent a la famille des MSCRAMMSs (« Microbial Surface Components Recognizing
Adhesive Matrix Molecules »). Ces protéines de surface permettent I’attachement de S. aureus
a des composants de la matrice extracellulaire ou aux vaisseaux sanguins et contribuent ainsi a

la colonisation de 1’hote.

La protéine A est I’une des adhésines les micux caractérisées chez S. aureus. Elle est
capable de se lier au facteur de von Willebrand, un petit peptide présent au niveau de
I’endothélium 1ésé [196]. Il peut, de ce fait, jouer un role dans 1’adhésion bactérienne en début
d’infection. De plus, la protéine A possede un domaine de liaison capable de se fixer sur le
fragment constant (Fc) des immunoglobulines et d’inhiber ainsi la phagocytose par les
polynucléaires. La protéine A est également fortement antigénique et a montré une induction

d’une réponse inflammatoire en modéle d’infusion intramammaire [197].
2.4.2. Les SERAMs : « Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules »

Les protéines appartenant aux SERAMSs (« Secretable Expanded Repertoire Adhesive
Molecules ») peuvent se fixer par des liaisons non covalentes, essentiellement de type
hydrophobe, aux protéines de la matrice extracellulaire comme le fibrinogéne, la fibronectine,
I’¢lastine... Ces protéines sont impliquées dans de nombreux types d’infections. Parmi ces
protéines on peut citer Eap (« extracellular adherence protein »), Emp (« extracellular matrix

binding protein »), Efb (« extracellular fibrinogene binding protein ») ainsi que la coagulase .
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2.4.3. Les toxines

S. aureus s’appuie sur un large panel d’enzymes extracellulaires et de toxines capables
d’endommager la membrane cellulaire ou les fonctions cellulaires. La majorité des souches de
S. aureus produit des toxines hémolytiques (hémolysines), ayant une action cytotoxique sur de
nombreuses cellules eucaryotes, notamment les globules rouges et les plaquettes. Chez S.
aureus, on distingue les hémolysines a, B, y et 6. S. aureus produit également des exfoliatines
(ou toxines épidermolytiques) et des leucotoxines comme la Leucocidine de Panton Valentine
(PVL) qui fait partie de la famille des toxines synergohyménotropes (comme I’hémolysine y)

et dont le rble est controversé dans certaines infections.
2.4 4. Les entérotoxines

Les entérotoxines staphylococciques appartiennent a la famille des protéines
pyrogéniques. Cette famille de protéines présente des propriétés biologiques communes :
pyrogeénicité, activation de lymphocytes T. Elles possedent aussi une activité émétique qui les
rend responsables des symptomes associés aux toxi-infections staphylococciques
(vomissements, diarrhées, crampes abdominales, prostration...). Les génes spécifiant ces
entérotoxines sont tous portés par des éléments génétiques mobiles (ilots de pathogeénicité,
prophage, plasmide), a I’exception du geéne selX (codant pour une entérotoxine-like de type X)
récemment identifié sur le génome central et qui présente par ailleurs des variants en fonction
de D’origine humaine ou bovine de la souche [198]. Certains génes d’entérotoxines sont
regroupés en clusters (« enterotoxin gene clusters » ; egc) véritables nurseries de génes a

entérotoxines et dont la composition et la structure varient d’une souche a 1’autre [199].

S. aureus posséde également une capsule extracellulaire, ayant une structure

polysaccharidique et produite par plus de 90 % des souches de S. aureus [200].

2.5. Interactions avec le systeme immunitaire

La contamination de la glande mammaire saine par S. aureus induit une réponse
inflammatoire. Des infections expérimentales ont montré que la réaction inflammatoire se
déclenche, en fonction de la souche et de la taille de I’inoculum, en quelques heures a quelques
jours apres inoculation. Cette inflammation déclenche le recrutement de polynucléaires
neutrophiles puis de monocytes en masse, se traduisant par un comptage de CS dans le lait

variable en fonction du temps mais dont la concentration peut dépasser le million de cellules
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par millilitre [201]. La réponse inflammatoire de la glande mammaire est tres variable en
fonction du pathogene impliqué. Ainsi, les profils cytokiniques induits par des mammites a S.
aureus ou a E. coli sont tres différents [202]. La réponse a S. aureus se caractérise par la
synthese de TGF-f et IL-8, des cytokines proinflammatoires [203].

Cette réponse varie aussi en fonction du type de mammite et les mammites subcliniques
n’induisent que peu de cytokines pro-inflammatoires (IL-p et TNF-o notamment) [204]. Ces
cytokines participent a I'immunité de 1’épithélium mammaire. Les cellules épithéliales
mammaires en interaction avec S. aureus peuvent sécréter elles aussi des chimiokines de types
IL-8 et TNF-a [205]. Cette capacité de sécrétion est aujourd’hui de mieux en mieux caractérisée
et des études récentes ont démontré la présence de « Toll Like Receptor » de type 2 et 4 a la
surface des cellules épithéliales. Par conséquent, les cellules épithéliales mammaires jouent un

réle essentiel de sentinelles dans la glande mammaire.

Bien que participant a I'immunité de 1’hdte, les réponses humorales sont pourtant
limitées contre S. aureus. Le complément n’est pas bactéricide sur S. aureus et la lactoferrine
est peu opeérationnelle en milieu lait en raison des fortes concentrations en citrate . Parmi les
défenses solubles, les défensines sont des peptides inhibiteurs de pathogenes. De nombreux
travaux ont identifié 1’existence et 1’expression de défensines bovines dans la glande
mammaire. Parmi les défensines les mieux caractérisées dans la glande mammaire, on peut citer
la « Tracheal Antimicrobial Peptide », la « Lingual Antimicrobial Peptide » ou encore la « Béta
Defensin 5 » (BNBD 5) [206].

De son cote, S. aureus possede des mécanismes de résistance aux défenses humorales.
Ainsi, certaines souches sont capables d’exprimer une capsule qui leur confére une protection
contre la reconnaissance par les anticorps. Ces polyosides capsulaires (majoritairement de type
5 et 8 chez les souches bovines) réduisent I’activité bactéricide et I’opsonisation par les
polymorphonuclear leukocytes (=PMN) [207]. De méme, la protéine A, la capacité de fixer les
anticorps par leur fragment Fc, empéchant ainsi leur activité opsonisante [208]. S. aureus
posséde également un arsenal de toxines ciblant notamment les cellules du systéme
immunitaire. L’a-toxine, exerce un effet toxique spécifique contre les neutrophiles. Cependant,
les toxines les plus agressives pour les phagocytes sont les leucotoxines (toxines a deux
composants formant des pores transmembranaires). Parmi ces leucotoxines, il y a les

hémolysines mais surtout LUKM/F trés cytotoxique pour les neutrophiles des ruminants [209].
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