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INTRODUCTION

Bordetella bronchiseptica est un agent pathogene du tractus respiratoire des mammiféres. Le
caractére zoonotique de ce bacille présentant une trés grande homologie avec Bordetella
pertussis et Bordetella parapertussis, les deux agents de la coqueluche chez 'homme, a été
démontré récemment (Gueirard ef al., 1995).

Chez ’animal, Bordetella bronchiseptica est trés fréquemment impliquée dans des affections
respiratoires évoluant dans les coliectivités (trachéite infectieuse canine, rhinite atrophique du
porc...).

Dans I’espéce humaine, la fréquence des isolements de Bordetella bronchiseptica est faible
mais elle semble augmenter depuis queiques années. La bactérie se comporte comme un
pathogéne opportuniste, atteignant généralement des sujets immunodéprimés ou présentant
une atteinte respiratoire préalable.

Aprés 1’étude des caractéres bactériologiques et des affections animales et humaines, nous
envisagerons les possibles facteurs d’émergence de cetie zoonose.

Nous présenterons ensuite les résultats d’une enquéte menée sur une population de chiens
présents dans quatre animaleries avec isolement de Bordetella bronchiseptica, typage des
souches et analyse de I'immunité induite par les vaccins.



PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

L HISTORIQUE

Bordetella bronchiseptica a ét¢ isolée pour la premiére fois par Ferry en 1910 chez des chiens
atteints de la maladie de Carré (Ferry, 1910). Croyant découvrir ’agent causal de cette
maladie alors qu’il ne s’agissait que d’un germe de surinfection, il isole de maniére répétée au
niveau des bronches et de la trachée de ces chiens, une bactérie qu’il nomme Baciflus
bronchicanis. 11 la décrit sous la forme d’un petit bacille mobile aérobie strict a gram négatif
ne fermentant pas les glucides et parvient a reproduire une infection respiratoire en réalisant
des inoculations intranasales chez des chiens de laboratoire.

En 1911, Mac Gowan isole Bordetella bronchiseptica chez des chats, des lapins, des cobayes,
une chévre, des singes et des furets (Mac Gowan, 1911).

Ferry I’identifie a son tour chez d’autres animaux que le chien et la rebaptise Bacillus
bronchisepticus (Ferry, 1912).

Ces premiers travaux décrivent également |’isolement de Bacillus bronchisepticus par Ferry et
par Mac Gowan a partir d’expectorations de deux gargons animaliers atteints d’une infection
respiratoire.

L’hypothése d’un lien entre Bacillus bronchisepticus et Bacillus pertussis, 1’agent de la
coqueluche découvert en 1906 par Bordet et Gengou, est déja évoqué en 1915 par Rhea. Lors
de I'examen cytologique d’épithéliums respiratoires, il observe des bacilles minuscules
disposés entre les cils des cellules épithéliales (Rhea, 1915), aspect considéré comme
spécifique du bacille de la coqueluche. En 1918, Ferry et Noble montrent que des réactions
croisées existent entre les deux bactéries : un immunsérum de lapin infecté par Bacillus
bronchisepticus agglutine aussi bien la bactérie homologue que le bacille de Bordet-Gengou
(Ferry and Noble, 1918).

En 1926, la maladie est 4 nouveau décrite chez I'homme par Brown qui isole Bacillus
bronchisepticus dans les expectorations d’une fillette atteinte d’un syndrome pseudo-
coquelucheux (Brown, 1926).

La confirmation par Dunkin et Laidlaw de I’étiologie virale de la maladie de Carré associée au
fait que plusieurs auteurs ne parviennent pas a reproduire expérimentalement la maladie remet
en cause le caractére pathogéne de Bacillus bronchicanis (Schoichi, 1927) et est a "origine
d’un désintérét durable envers cette bactérie.

En 1952, le genre Bordetella est défini par Moreno-Lopez en hommage a Jules Bordet
(Moreno-Lopez, 1952). 1l fait partie de la famille Pasteurella-Haemophilus-Bordetella et
comprend, outre Bordetella pertussis, deux autres espéces : Bordetella parapertussis et
Bordetella bronchiseptica.

IL CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

1. Classification

Le genre Bordetella comprend initialement a sa création Bordetella pertussis (BP), Bordetella
parapertussis (BPP) et Bordetella bronchiseptica (BBS).



Figure 1. Evolution du genre Bordetella

Bordetella

B. avium

B. bronchiseprica




En 1967, une quatriéme espéce, Bordetella avium (BA), est isolée a partir de dindonneaux
atteints de rhinotrachéite (Filion er al., 1967).

Récemment, trois nouvelles espéces ont été décrites. Bordetella hinzii (BHI) a été isolée en
1994 a partir du sang d’un patient VIH+ (Cookson er al., 1994). Proche de BA, cette bactérie
est responsable d’infections respiratoires secondaires ou opportunistes chez les volailles.
Bordetella holmesii (BHO) (Weyant et al., 1995) est isolée souvent a partir d’hémocultures de
sujets jeunes et en mauvais état général mais aussi lors d’affections respiratoires. Bordetella
trematum (BT) a été isolée chez I'homme a partir d’infections auriculaires (Vandamme et ai.,
1996).

Evolution du genre Bordetella

Une étude de Kloos, basée sur des réactions d’hybridation ADN-ADN a mis en évidence un
degré de similitude trés élevé entre BP, BPP et BBS (Kloos ef al., 1981). Compte tenu de ces
résultats, ces auteurs ont proposé le regroupement de ces bactéries dans une seule et méme
espéce, elle-méme divisée en trois sous-especes.

Cette étroite parenté génétique et le fait que la premiére description clinique de la cogqueluche
ne date que de 1578 (De Baillou, 1640) suggére que ces trois espéces ne se sont
individualisées que trés récemment (Arico et al, 1987a). Les genres Alcaligenes et
Pseudomonas sont trés proches du genre Bordetella et regroupent des bactéries largement
répandues dans D'environnement. Il a été émis ["hypothése que les ancétres du genre
Bordetella seraient des bactéries vivant dans [’environnement extérieur qui auraient, au cours
de 'évolution, acquis le pouvoir d’infecter les animaux homéothermes. L.a premiére espece a
diverger serait BA car elle est la plus éloignée dans ’échelle de ’évolution. Ensuite, & partir
de la ligne dominante représentée par BBS, un clone se serait spécifiquement adapté a
I"homme et serait a Iorigine des espéces BP et BPP (Rappuoli, 1994) (Figurel).

2. Caractéres morphologiques

2.1.  Micrescopie optigue
BBS se présente sous la forme d’un coccobacille a gram négatif, a4 coloration bipolaire et
asporulé.
Lorsque les conditions de culture sont favorables, les bactéries sont isolées, en diplocoques ou
encore en petits amas. En subculture ou dans un milieu ne contenant pas tous les facteurs de
croissance nécessaires, elles adoptent des formes en larges batonnets allongés.
Les souches virulentes de BBS sont immobiles. Par contre, les variants, appelés phase IV (cf §
3), de BBS (Goodnow, 1980) sont mobiles grace a la synthése de flagelles.

2.2. Microscopie électronique

Les dimensions de la bactérie BBS varient considérablement en longueur, moins en largeur.
Richter donne les mesures suivantes : de 0,5 a 3 pm pour la longueur et de 0,4 4 0,5 um pour
le diamétre (Richter and Kress, 1967). Selon la plupart des auteurs, BBS ne posséde pas de
capsule, bien que Nakase en ait décrit une en utilisant la coloration de Lawson (Nakase,
1957a). BBS présente une paroi bactérienne fortement plissée par des lobules atteignant
plusieurs centaines d’angstrdms en largeur. Les flagelles sont distribués de fagon péritriche
autour des corps bactériens et semblent étre plus épars aux pdles qu’'ailleurs. Bémis et al.
(1977) ont décrit la présence de longues formes filamenteuses qui s’étendent a la surface des
bactéries virulentes et qui donnent |’aspect d’une chevelure. Ces structures appelées fimbriae
joueraient un role dans I"adhésion de la bactérie sur les cellules cibles de 1'hote.



Tableau 1. Caractéristiques des Bordetella

) Taille des Durée de la .
Forme des . . . Hémolyse sur
L. colonies aprés 48 | croissance sur ,
bactéries ) gélose au sang
heures de culturc | gélose au sang
B. bronchiseptica coccobacilles <1 mm 1 a2jours +
phase |
B. bronchiseptica | batonnets larges .
on P . g >2 mm 1 jour -
phase 1V et allongés :
B. pertussis . g
coccobacilles 0,2 mm 3 a 6 jours +
phase 1
B. {UsSis s
per filaments 1 mm 243 jours -
phase 1V
. . > 1 mm ‘o
B. parapertussis | coccobacilles . . 2 a3 jours +
pigmentecs
coccobacilles et <1 mm .
B. holmesii . . . 3 jours -
rares btonnets pigmentées
B. hinzii batonnets 1 mm 1 a2 jours -
B. avium batonnets > 1 mm 1a2jours -




3. Caractéres culturaux

BBS est une bactérie aérobie stricte dont la température optimale de croissance est de 35-
37°C. A la différence de BP, BHO et BPP, BBS présente une culture aisée et rapide dans les
24 a 48 heures sur des milieux ordinaires tels que les géloses nutritives. Elle peut également
étre cultivée sur le milieu de Mac Conkey qui contient des sels biliaires capables d’inhiber la
croissance de certaines especes de bactéries a gram positif. Tout comme BP et BPP, BBS peut
étre facilement cultivée sur le milieu de Bordet-Gengou. Ce dernier est composé d’un milieu
de base (pomme de terre cuite dans un mélange glycérol-eau, additionné de chlorure de
sodium et de gélose) auquel on ajoute 20 a 30 % de sang défibriné de mouton ou de cheval.
Apres 24 heures d’incubation, de petites colonies de la taille d’une téte d’épingle apparaissent.
Au bout de 48 heures, elles deviennent rondes, brillantes, de taille supérieure aux colonies de
BP, présentent un aspect en gouttelettes de rosée et s’entourent d’un halo d’hémolyse de
diamétre supérieur a celui obtenu avec BP. Aprés une incubation plus longue, les colonies
prennent un aspect grisatre (Goodnow, 1980). Les conditions de cuiture sont trés importantes
a considérer dans le contexte de I’étude de la pathogénicité des Bordetella chez "'homme et
chez I’animal. Des bactéries isolées a partir d’animaux infectés sont toujours plus virulentes
que des bactéries isolées aprés plusieurs passages sur milieu gélosé (Guiso ef al., 1989).

In vitro, I’activité mélabolique majeure des Borderella est I’oxydation des aminoacides. BBS
utilise tous les aminoacides a I’exception de ['arginine, de la lysine et de I’histidine.
L’aminoacide essentiel utilisé est 1’acide glutamique. L’acide nicotinique et les sulfures
organiques tels que la cystine, la cystéine ou le glutathion sont des facteurs additionnels
essentiels (Pittman, 1984).

Il a ét¢ démontré que BBS était capable de survivre et de se multiplier dans les eaux naturelles
(Porter er al.,1991 ; Porter and Wardlaw, 1993). Le nombre de bactéries aprés 48 a 72 heures
d’incubation a 37°C dans des eaux de lac ou de mer est augmenté d’un facteur huit. Les
bactéries restent viables pendant au moins trois semaines a 37°C et pour certaines souches
pendant six mois. Les mémes expériences, réalisées a 10°C montrent une multiplication
bactérienne comparable a la croissance bactérienne a 37°C, suivie d’un maintien de la
viabilité pendant au moins 6 mois. BBS est également capable de survivre sur le sol pendant
au moins quarante cinq jours (Mitscherlich and Marth, 1984). L’ importance épidémiologique
de ces données est considérable : I’environnement constitue un réservoir potentiel dans iequel
BBS pourrait survivre et se multiplier.

Tout comme BP et BPP, BBS adopte différentes formes en fonction des conditions de culture.
Nakase en 1957 distingue quatre phases : phases I, I1, III et IV ou phase rugueuse (R) (Nakase,
1957a ; Nakase, 1957b; Nakase, 1957c ; Nakase, 1957d). Les colonies de phase I (lisses)
sont pathogénes pour la souris. Elles sont relativement instables et se transforment facilement
en bactéries de phase II, III et IV aprés plusieurs passages sur milieu artificiel. Les colonies de
phase IV (R) sont avirulentes (Goodnow, 1980).

De ces quatre phases, Bemis n’en décrit que trois (Bemis et al., 1977) (Tableau 1) :

- les bactéries en phase 1, isolées sur milieu Bordet-Gengou, se présentent sous la forme
de colonies lisses (S), hémolytiques, opaques, immabiles et de petite taille (£ 1 mm) et avec
un aspect en gouttelettes de rosée. Ces bactéries sont virulentes, c’est a dire qu’elles
synthétisent et sécrétent de nombreux facteurs impliqués dans la pathogénicité bactérienne.
Elles correspondent aux bactéries de la phase I décrites par Nakase.
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- les bactéries en phase III ou phase intermédiaire. Les colonies sont de taille moyenne (1
a 2 mm), lisses, opaques-translucides, convexes et non hémolytiques. Ces bactéries prennent
un aspect en batonnet allongé et ont perdu leur virulence.

- les bactéries en phase IV. Elles correspondent a des colonies R de grande taille ( >2mm)
rugueuses, surélevées au centre et avec une marge ondulée, translucides et non hémolytiques.
Ces bactéries sont mobiles, ont une croissance beaucoup plus rapide, ne synthétisent plus un
grand nombre de facteurs exprimés en phase I et sont avirulentes.

4. Caractéres biochimiques

BBS présente un certain nombre de caractéristiques permettant son identification. Comme
pour les autres espéces du genre, les tests physiologiques suivants sont invariablement
négatifs : hydrolyse de la gélatine, de I’esculine, de la caséine, de I’amidon, fermentation
oxydative des glucides, capacité a croitre en anaérobiose, production d’indole et présence
d’une phosphatase (Pittmann, 1984).

Les caracteres biochimiques positifs chez BBS sont légérement plus nombreux que chez les
autres especes de Bordetella, malgré 'inertie sur les glucides. Cette bactérie hydrolyse I'urée,
utilise I'asparagine. Elle posséde également une catalase, une peroxydase et une lysine
décarboxylase.

Tout comme BP et BA, BBS produit une cytochrome oxydase. Elle est capable de réduire les
nitrates en nitrites {Goodnow, 1980). Cependant, il arrive que la recherche de la nitrate-
réductase reste négative, sa production semblant étre inconstante chez BBS (Bemis et al,
1977).

BBS a la capacité de pousser sur un milieu contenant du citrate. Le milieu le plus utilisé est le
milieu de Simmons dans lequel la source de carbone est représentée par le citrate trisodique.
Les principaux caractéres biochimiques permettant d’identifier BBS sont résumés dans le

tableau 2.

5. Le genre Bordetella et les autres genres

5.1.  Le genre Alcaligenes
C’est entre les bactéries du genre Alcaligenes et BBS que les plus grandes confusions ont été
faites. Les bactéries du genre Alcaligenes sont des coccobacilles & gram négatif ubiquitaires,
opportunistes. Elles semblent dépourvues de tout pouvoir pathogéne naturel pour I’homme.
Le tableau 2 différencie BBS de Alcaligenes faecalis et de Alcaligenes denitrificans. BBS s’en
distingue par son importante activité uréasique (Pittman, 1984).

5.2. GroupeIVc-2 et [Ve

BBS présente un certain nombre de propriétés communes avec les souches dénommées "BBS-
like" par Hinz et al. (1978) et rassemblées dans les groupes IVc-2 et IVe par le CDC. Ces
deux groupes rassemblent des bactéries a gram négatif possédant une importante activité
uréasique.

Le groupe [Vc-2 ne réduit pas les nitrates en nitrites, alors que le groupe Ve peut réduire les
nitrates en nitrite jusqu’au stade azote. Leur différenciation se fait notamment sur "étude de
réactions d’alcalinisation (Kerstens et al., 1984) (Tableau 3).
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6. Les supports moléculaires du pouvoir pathogéne : adhésines et toxines.

L’infection des voies aériennes par BBS est caractérisée par une phase d’adhésion des
bactéries, puis une phase de multiplication avec libération de toxines. Plusieurs facteurs
impliqués dans la pathogénie ont été caractérisés, les uns destinés a ’adhésion, les autres a
contrer les défenses immunitaires de 1’hote.

6.1.  Les adhésines

Durant la phase initiale de colonisation, les adhésines permettent a BBS de se lier
spécifiquement & la surface des cellules cillides de 1’épithélium respiratoire. Qutre son
tropisme pour les épithélium trachéaux et bronchiques, BBS peut se fixer & d’autres types
cellulaires tels que les macrophages alvéolaires (Zelig ef al., 1986), les cellules dendritiques
(Guzman et al., 1994a) et différentes lignées de cellules épithéliales non ciliées (Schipper ef
al., 1994 ; Savelkoul, 1992).

A la différence des bactéries en phase I, les bactéries en phase IV sont incapables d’adhérer
aux cellules épithéliales ciliées (Chung ef al., 1990).

6.1.1. Les fimbriae
Les fimbriae (Fim) ou agglutinogénes (AGG) synthétisés par les espéces BP, BPP et BBS sont
définis comme des protéines générant des anticorps capables d’agglutiner les bactéries. Ces
longs filaments sont impliqués dans 1’attachement de nombreuses espéces bactériennes aux
cellules de 1’héte et pourraient jouer le méme role chez les Bordetella.
Chez BBS, trois types de fimbriae ont été caractérisés et dénommés Fim2, Fim3 et FimX
(Savelkoul, 1992). Ils sont exprimés par les colonies en phase I et en phase intermédiaire de
BBS alors que les colonies en phase IV ne les expriment pas (Lee er al., 1986).
Les fimbriae pourraient également jouer un réle dans la spécificité de I’'hote infecté par BBS
(Burns et al., 1993).

6.1.2. L’hémagglutinine filamenteuse
L’hémagglutinine filamenteuse ou FHA (Filamentous Hemagglutinin Antigen) est une
protéine hydrophobe sécrétée par les bactéries en phase [ dans le milieu de culture sous la
forme de filaments (Chung et al, 1990). Elle a Ia propriété de se fixer aux hématies de
différentes espéces animales et de provoquer leur agglutination ( Keogh et al,, 1947).
La FHA posséde de nombreux sites capables de reconnaitre des récepteurs cellulaires tels que
les glycoprotéines des cellules ciliées et les intégrines des lymphocytes et des macrophages.
La FHA de BP est un antigéne induisant une immunité protectrice contre I'infection par BP
dans le modéle murin (Kimura et al., 1990). Elle entre dans la composition des vaccins
coquelucheux acellulaires actuellement utilisés (Guiso ef al., 1994).

6.1.3. La pertactine

La pertactine (PRN) est une protéine de la membrane externe synthétisée par les souches en
phase I de BBS.

La PRN de BP semble impliquée dans I’adhésion de la bactérie sur les macrophages
(Leininger et al., 1991). Elle favoriserait également I’action de la FHA qui, en absence de la
pertactine, est exposée a la surface des bactéries dans une conformation inactive (Arico et al.,
1993).

Kobish et Novotny (1990) ont montré que la vaccination de truies gestantes avec la PRN
purifiée de BBS protége les nouveau-nés de certaines manifestations cliniques induites par une



infection expérimentale avec BBS, parmi lesquelles la rhinite atrophique et la colonisation
bactérienne des poumons. La vaccination ne modifie cependant pas le portage au niveau nasal.
La PRN entre actuellement dans la composition de certains vaccins coquelucheux aceliulaires.

6.2.  Les toxines
BBS produit plusieurs toxines possédant des activités biologiques diverses.

6.2.1. La toxine dermonécrotique
Les espéces BP, BPP, BA et BBS ainsi que Pasteurella multocida (bacille a gram négauf
génétiquement proche des Bordetella et partageant souvent la méme niche écologique)
produisent une toxine dermonécrotique (TDN). Elle est synthétisée dans le cytoplasme des
Bordetella en phase 1.
Les toxines purifiées de BBS et de Pasteurella multocida présentent un certain nombre de
propriétés biologiques communes aussi bien in vitro qu’in vivo.
Ces toxines provoquent des lésions nécrotiques au niveau du derme lorsqu’elles sont injectées
par voie sous cutanée. L’administration par cette voie a des souriceaux nouveau-nés induit
une vasoconstriction irréversible des vaisseaux sanguins périphériques de la face interne de la
peau (Endoh er al., 1986b). 1l existe un parallele entre ’age des animaux et la sévérité des
lésions observées, les souriceaux étant plus sensibles 4 1’action de la toxine que les adultes
(Parton, 1986).
Elles induisent également d’importantes altérations osseuses. La TDN diminue I’activité de la
phosphatase alcaline et ’accumulation du collagene de type I, deux éiéments essentiels pour
la différenciation des cellules ostéoblastiques. Il en résulte une diminution du renouvellement
de la matrice osseuse (Horiguchi ef al,, 1991). Ce mécanisme intervient probablement dans la
pathogénie de la rhinite atrophique du porc.
.a TDN pourrait également jouer un rdle dans la survenue de pneumonies chez les porcelets
en contribuant 2 la paralysie des cils de 1'épithélium bronchique (Goodnow, 1980).

6.2.2. La toxine cytotrachéale
La toxine cytotrachéale (TCT) est une toxine sécrétée de fagon constitutive par les Bordetella.
Elle est responsable de la destruction des cellules ciliées de I’épithélium respiratoire au cours
de I'infection. Des biopsies de tissu respiratoire humain prélevées au niveau des voies nasales
et traitées in vitro a la TCT présentent une cytopathologie comparable a celle des patients
infectés par BP. Les cellules ciliées et non ciliées sont progressivement détruites et I’activité
ciliaire des cellules survivantes est inhibée (Wilson et al, 1991).
La TCT et un autre constituant de la membrane externe de BBS, le lipopolysaccharide,
pourraient avoir un effet synergique au cours de la destruction de I’épithélium respiratoire
(Flack and Goldman, 1999).
La TCT est difficile & purifier et non immunogéne. Pour ces raisons et malgré son role central
dans la maladie, elle ne peut étre incluse dans les nouveaux vaccins.

6.2.3. L’adénylcyclase-hémolysine
L’adénylcyclase-hémolysine (AC-Hly) est une protéine synthétisée et sécrétée dans le milieu
extracellulaire par les souches virulentes de BP, BPP et BBS en début de la phase
exponentielle de croissance.
[’AC-Hly de BP, de BPP et de BBS posséde trois propriétés majeures: une activité
adénylcyclase (transformation d’ATP en AMPc) stimulée par la calmoduline, une activité
hémolytique calcium dépendante et une activité invasive pour plusieurs types de cellules



eucaryotes. Ces trois activités sont structurellement et fonctionnellement indépendantes
(Sakamoto ef al., 1992 ; Betsou ez al., 1995a).

L’AC-Hly pénétre a I’intérieur des cellules eucaryotes o, aprés activation par la calmoduline
endogéne, elle catalyse la synthése de hauts nivaux d’AMPc qui perturbent la physiologie
cellulaire {(Gordon ef al., 1989).

Les effets phystopathologiques de I’AC-Hly in vivo ont été montrés a 1’aide de mutants
déficients dans la production de la toxine. Dans un modéle murin d’infection létale, ces
mutants sont avirulents (Weiss ef al., 1984 ; Khelef er al., 1994).

In vitro, Khelef et al. ont mis en évidence le réle de I’AC-Hly dans {’induction du phénoméne
d’apoptose des macrophages alvéolaires (Khelef et al., 1993). Ce phénomeéne a été confirmé
in vivo, a I’aide d’un modéle murin d’infection respiratoire (Gueirard et al., 1998). L’AC-Hly
joue un rdle essentiel dans la colonisation du tractus respiratoire par BBS, vraisemblablement
en détruisant la premiére ligne de défense de I’héte que sont les macrophages alvéolaires (
Khelef, 1993 ; Gueirard, 1998).

Des expériences d’immunisation passives et actives (Guiso ef al., 1989 ; Guiso et al., 1990 ;
Guiso er al., 1991) menées dans un modéle murin d’infection respiratoire montrent que 1’ AC-
Hly est immunogéne et qu’elle est un antigéne induisant une immunité protectrice.

6.2.4. Le lipopolysaccharide
Les lipopolysaccharides (LPS) sont des constituants majeurs de la membrane externe des
bactéries & gram négatif. Le LPS des Bordetella posséde certains domaines communs a tous
les LPS des autres espéces bactériennes tels que le lipide A et le noyau polysaccharidique de
base ou « core polysaccharide ». A la région du core sont généralement rattachés un nombre
variable d’unités répétitives oligosaccharidiques portant la spécificité antigénique « 0 ».
In vive, le LPS de BP posséde les mémes activités gue les autres endotoxines bactériennes
parmi lesquelles la capacité¢ de stimuler une protection "non spécifique” contre les infections
bactériennes, la mitogénicité pour les cellules B et I'induction de I'activité polyclonale de
lymphocytes (Chaby er al, 1988). 1] est toxique, pyrogéne et peut provoquer une diminution
de la pression artériclle conduisant au choc létal lorsqu’il est administré par voie
intraveineuse.
Le LPS pourrait agir en synergie avec la TCT (Flak and Goldman, 1999).

6.2.5. La toxine de pertussis

La toxine de pertussis (PT) est spécifiquement exprimée par les souches en phase I de BP
mais pas par les autres espéces BPP, BA et BBS.

Des expériences d’hybridation & I’aide d’une sonde spécifique des génes de structure de la PT
ont permis de montrer que BBS posséde des génes similaires a ceux de la PT. Ces génes ne
sont pas transcrits car des mutations situées dans leur promoteur les rendent inactifs (Gross ef
al., 1989a). Placés sous le contrdle du promoteur de BP, ces génes s’expriment indiquant
qu’en présence d’un promoteur fonctionnel la toxine pourrait étre active chez BBS (Arico et
al., 1987b).

6.2.6. Le systéme de sécrétion de type 111
Yuk er al. (1998) ont identifié chez BBS un géne codant pour le systéme de sécrétion de type
. Ce géne, nommé bsc, synthétise une protéine qui intervient au niveau de la régulation de la
sécrétion de peptides de faible poids moléculaire dont le role reste 4 déterminer. Dans un
modeéle murin d’infection respiratoire, Yuk e a/. ont mis en évidence I'implication de cette
protéine dans des mécanismes rendant BBS cytotoxique pour les cellules de mammifere. Par
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ailleurs, le systéeme de sécrétion de type IIl ne serait pas impliqué dans la capacité des
bactéries a coloniser 1'appareil respiratoire, mais dans leur persistance.

Notion de coopération des déterminants de virulence : les adhésines et les toxines sécrétées
par BP agissent en synergie au cours de 1'infection (Figure 2).

- En absence de PRN, la présentation de la FHA a la surface des bactéries est médiocre
(Arico er al., 1993).

- La FHA et I’AC-Hly agiraient en synergie pour inhiber les fonctions des monocytes
(Boschwitz ef al., 1997).

- L’effet conjugué de la TCT et du LPS sur la production de I'lL-1 permettrait une
destruction rapide des cellules trachéales ciliées (Flak and Goldman, 1999).
Mis a part la toxine PT, BBS posséde les mémes facteurs de virulence que BP et il est permis
de supposer que des mécanismes de coopération semblables a ceux décrits pour BP existent
chez BAS.

6.3. Le flagelle
Le rdle joué par le flagelle dans I’infection par BBS reste encore a démontrer. Il pourrait
néanmoins permettre le déplacement de la bactérie vers des niches écologiques favorables et
favoriser I’adhésion aux cellules eucaryotes, comme cela a €té montré in vitro sur des cellules

Hela (Savelkoul, 1992).

6.4. L’uréase
Un mutant uréase négatif colonise la trachée, les poumons et le caecum de cobayes de fagon
comparable a une souche sauvage uréase positive, indiquant que I’uréase n’est pas essentielle
pour la colonisation du tractus respiratoire et digestif de cobayes infectés par BBS. Par contre,
I'uréase pourrait étre nécessaire a la bactérie pour la survie dans ’environnement, peut étre
pour la décomposition de |'urée en azote dans un environnement nutritionnel limité ou pour ia
protection contre un environnement acide (Monack and Falkow, 1993).

7. Régulation de I'expression des facteurs de virulence

La régulation de ses facteurs de virulence permet a BBS de coloniser et d’infecter le tractus
respiratoire puis d’y survivre en échappant aux mécanismes de défense de I'hote.

Au cours de I’évolution d’un état virulent vers un état avirulent, 1’expression de plusieurs
facteurs de virulence (Fim2, Fim3, FHA, PRN, AC-Hly et TDN) est abolie, a [’exception de la
TCT qui est synthétisée de fagon constitutive. Ce phénomeéne est la conséquence de deux
types de mécanismes représentés par la variation de phase et la modulation antigénique. Ces
deux mécanismes régulateurs sont sous le contrdle du systéme bvg (Bordetella virulence gene
ou genes vir) a deux composants.

7.1.  Le systéme bvg

Le locus hvg comprend deux génes bvgA et bvgS codant pour deux protéines, BvgA, protéine
cytoplasmique et BvgS, protéine transmembranaire (Figure 3).

Ces deux protéines forment un systéme qui régule de fagon coordonnée I'expression des
facteurs de virulence chez ’agent pathogéne en réponse a des stimuli extérieurs physiques ou
chimiques tels que la température, I'osmolarité. le pH, certains sucres ou acides aminés... La
protéine senseur BvgS. localisée dans la membrane bactérienne, pergoit les signaux extérieurs
et les transmet & la protéine régulatrice BvgA, localisée dans le cytoplasme. La protéine BvgA



Figure 3. Modéle de régulatdon de l'expression des génes par le systeme BrgAS
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se fixe au niveau des promoteurs des génes vag (vir activated genes) codant les facteurs de
virulence et active leur transcription (Stibitz and Yang, 1991).

BvgA active également la transcription du géne bvgR. Ce géne code pour la protéine BvgR
qui inhibe la transcription des génes vrg (vir repressed genes) (Uhl and Miller, 1996). Les
produits des génes vrg ne seraient pas nécessaires pour initier la maladie. Ils seraient
exprimes a un taux élevé au cours des phases silencieuses de I’infection et permettraient a la
bactérie d’échapper au systéme immunitaire de P’héte tout en prolongeant la colonisation
(Merkel et al., 1998).

7.2.  La variation de phase
La variation de phase représente un des deux mécanismes régulateurs sous le conirdle du
systéme bvg. Il correspond a la transformation de BBS d’un état en phase I & un état en phase
V.
Lors de la classification phénotypique des variants de phase en fonction de I’expression de
trois facteurs, seuls quatre groupes phénotypiques, parmi les huit possibles ont pu étre
caractérisés chez BP (AC-Hly+ PT+ FHA+, AC-Hly- PT+ FHA+, AC-Hly- PT- FHA+, AC-
Hly- PT- FHA -) suggérant I’existence d'un mécanisme graduel de régulation de I’expression
des facteurs, avec une disparition des facteurs de virulence en plusieurs étapes et dans 'ordre
suivant : AC-Hly, PT et FHA (Goldman et al., 1984).
La variation de phase est due a une mutation de !'un des deux génes bvgA ou bvgS.
Lors de cultures successives de Bordetella, des mutants spontanés peuvent étre isolés. Par
ailleurs, I'obtention de mutants phase IV peut se produire spontanément a une fréquence de
10~ pour BBS. L’obtention de révertants ne survient qu’a une fréquence de 10°"°.

7.3.  La modulation antigénique

Le second mécamisme régulateur sous le contrdle du systéme bvg est représenté par la
modulation antigénique. Ce phénoméne ne correspond pas a une modification génotypigue
comme dans le cas de la variation de phase, mais a une modification phénotypique au cours de
laquelle expression de différents facteurs de virulence de BBS est inhibée de fagon
coordonnée, en réponse a des signaux extérieurs tels que la température, I’acide nicotinique,
les 1ons SO4 ™ et CLO4 ", la concentration saline, les acides gras (Melton and Weiss, 1989).
Ce phénoméne est parfaitement réversible et le niveau de synthése des différentes protéines
est restaur¢ lorsque Ies signaux modulateurs sont éliminés du milieu de culture.

La variation de phase et la modulation pourraient constituer un moyen de survie pour les
bactéries. Cela leur permettrait d’échapper & la réponse immunitaire de I’hdte en raison des
modifications antigéniques qui y sont associées. Cela pourrait également favoriser le portage
asymptomatique et la constitution de réservoirs jusqu’a ce que les bactéries puissent retrouver
leur état pathogéne. Enfin, Ishikawa a montré que les deux phénoménes entrainent une
diminution de la sensibilit¢ de BBS a I’égard de certains antibiotiques comme I’ampicilline,
I’érythromycine et le chloramphénicol avec des concentrations minimales inhibitrices
multipliées par 4 a 32 fois (Ishikawa er al., 1988).

7.4. Autres mécanismes de régulation

7.4.1. La pretéine BTR
Le géne btr, cloné chez BP (Bannan, 1993), est un homologue du géne fnr de E. coli, dont le
produit controle 'expression des génes impliqués dans la croissance en condition
d’anaerobiose (Choe, 1991). La protéine BTR codée par ce géne pourrait réguler, en fonction
des modifications du taux d’oxygéne et du potentiel rédox (surface de I’épithélium bronchique



/ intérieur d’une vacuole de phagocytose), 'expression de génes nécessaires a la virulence ou
a la survie (Bannan, 1993). L’expression du géne btr n’est pas régulée par le systéme bvg. Une
protéine sembilable a la protéine BTR a été mise en évidence chez BBS,

7.4.2. La régulation par le fer
La plupart des bactéries pathogénes ont développé des systémes de captation et de transport
spécifiques du fer leur permettant d’acquérir cet élément essentiel & leur croissance a
I'intérieur de I’hote. Le fer est rarement présent sous forme libre dans I’organisme et cette
capacité est donc un facteur déterminant dans I’établissement de la pathogénicité.
Le fer extracellulaire se trouve complexé a la transferrine dans le sérum ou i la lactoferrine au
niveau des surfaces mucosales. En réponse a une infection bactérienne, les cellules de I'hote
maintiennent un niveau de fer trés bas grace 4 I’action de ces deux protéines.
BP semble avoir développé deux mécanismes pour palier 4 la faible quantité en fer qui est 4 sa
disposition dans les voies respiratoires de P'hote. Lorsque la concentration en fer est limitante,
BP sécréte in vitro un sidérophore, molécule capable de chélater avec une forte affinité le fer
complexé a d’autres protéines et le transporter vers la bactérie. D’autre part, BBS produit des
protéines de membrane externe qui se lient directement et de fagon spécifique a la lactoferrine
ou 2 la transferrine, permettant ainsi le transport du fer a [intérieur de la bactérie. L’action du
fer dans la régulation de ’expression des déterminants de virulence chez les bordetelles n’est
pas parfaitement établie mais i1l a été démontré qu'une carence en fer induisait des
modifications dans l'expression de certains facteurs tels que la PT ou le LPS, sans
modification de I'expression ni de la PRN, ni de la TDN (Agiato, 1992),

Conclusion
Le systéme de régulation le plus étudié¢ est le systéme majeur de régulation & deux composants

bvg, mais les conditions dans lesquelles cette modulation intervient in vivo restent inconnues.
Plus d’une quinzaine d’autres systémes de régulation ont été mis en évidence chez BP durant
les dix derni¢res années. Certains de ces systémes tels que la régulation par le fer ou le
systeme bir pourraient intervenir dans la survie intracellulaire (Mahon et Mills, 1999). Le réle
exact de tous les déterminants ainsi que |'imbrication des systémes de régulation au cours de
I'infection reste A préciser. Il est probable que de tels systémes de régulation existent chez

BBS.

Ill.  DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE ET TYPAGE

1. Diagnostic biologique

1.1.  Culture

Le diagnostic de I'infection par BBS est avant tout un diagnostic bactériologique a partir de
prélévements nasopharyngés ou trachéobronchiques. BBS a pu étre isolée a partir d’autres
produits biologiques tels que le liquide céphalo-rachidien, le liquide péritonéal ou les tissus
hépatique et splénique, mais ces prélévements constituent des sites exceptionnels d’isolement
de la bactérie.

BBS est de culture aisée et rapide dans les 24 a 48 heures sur des milieux ordinaires, sur le
milieu de Mac Conkey qui contient des sels biliaires capables d’inhiber la croissance de
certaines espéces de bactéries a4 gram positif ou sur d’autres milieux sélectifs. Le milieu de



Bordet-Gengou (sensibilité inférieure & 50 %) a base d’extrait de pomme de terre et de sang
(BGS) permet de visualiser le halo d’hémolyse autour des colonies. Il est recommandé
d’utiliser deux milieux, sélectif et non sélectif, en raison, d’une part, de la flore bactérienne
préexistante dans les prélévements et, d’autre part, de I'inhibition de croissance de certains
isolats de BBS par les antibiotiques.

Les techniques d’identification des isolats de BBS sont phénotypiques et biochimiques.
L’aspect des colonies sur milieu Bordet-Gengou et les caractéres biochimiques permettant de
différencier BBS de BP, de BPP et d’espéces phénotypiquement semblables ont été décrit
préalablement dans les caractéres bactériologiques (cf § II).

1.2.  Amplification génique
Différentes techniques de diagnostic par amplification génique (PCR ou Polymérase Chain
Reaction) ont été utilisées ces derniéres années pour détecter directement ’ADN des
Bordetelles a partir du prélevement.
Une PCR spécifique de BBS a été mise au point dans le Laboratoire de Référence des
Bordetelles a I’Institut Pasteur. BBS est la seule des trois espéces a posséder, dans certaines
conditions, un flagelle. BP et BPP possédent également le géne de structure du flagelle mais il
ne s’exprime pas, probablement a cause d’une mutation située dans la région amont du géne.
Le choix de I’amorce s’est donc porté sur la séquence nucléotidique se trouvant en amont du
géne de structure du flagelle (Hozbor et al., 1999).
Les premiers résultats ont montré une sensibilité supérieure & celle de la culture. Sur un
échantillon provenant d’une patiente atteinte de bronchite et infectée au contact de ses lapins
(Gueirard et al, 1995), la PCR a donné un résultat positif alors que la culture est restée
négative. Dans le modéle murin d’infection respiratoire : des souris infectées par des doses
sublétales de BBS ont été sacrifiées a intervalles réguliers et les poumons prélevés afin de
déterminer la persistance de la bactérie. Le tissu pulmonaire a été conjointement mis en
culture et soumis & la PCR. Alors que la culture ne permettait d’isoler BBS que jusqu’a 35
jours aprés 1'infection, la PCR détectait I’ADN bactérien jusqu’a 149 jours aprés I’infection
( Hozbor et al., 1999).
La PCR est une technique trés spécifique et elle a une sensibilité supérieure a celle de la
culture. Elle pourrait étre utilisée pour étudier I’incidence des infections 4 BBS et pour suivre
la persistance de la bactérie chez un malade. Dans I’hypothése d’une localisation
intracellulaire de BBS, les méthodes conventionnelles (culture et sérologie} pourraient ne pas
étre suffisamment sensibles pour dépister les sujets porteurs sains ou infectés chroniques.

1.3.  Sérologie

Les diagnostics sérologiques sont rétrospectifs, ils nécessitent deux prélévements réalisés 4 un
minimum de 4 semaines d’intervalle pour mettre en évidence |’apparition d’anticorps
spécifiques.

Les dosages immunoenzymatiques ou immunoempreintes utilisent des antigénes purifiés : la
toxine pertusis, spécifique de BP, ’AC-Hly et la FHA exprimées a la fois par BP et BPP, Ce
diagnostic est spécifique des Bordetella et permet de séparer BPP et BBS de BP mais ne
permet pas de séparer BPP et BBS (Guiso et al, 1993). Ces facteurs spécifiques ne sont
cependant pas commercialisés et ces tests sont surtout utilisés lors d’enquétes
épidémiologiques ou d’essais cliniques. D’autre part, la purification est effectuée a partir de
BP. On ne dispose pas pour I'instant d’antigénes purifiés de BBS.



2. Typage

Le typage permet d’identifier la souche incriminée dans une infection et de suivre son
évolution dans I’espace et dans le temps. 11 trouve son intérét dans l’étude de la propagation
intra ou interspécifique de la bactérie et de son évolution au cours du temps chez un méme
individu.

Les moyens de typage de BBS sont séparés en deux catégories (Weber, 1997) :

- Les méthodes phénotypiques basées sur la détection de caractéres (biochimiques,
immunologiques, résistance aux antibiotiques...) exprimés par la bactérie.

- Les méthodes génétiques basées sur [’analyse de I’ADN chromosomique ou
extrachromosomique.

2.1,  Techniques phénotypiques

2.1.1. Sérotypie
Le typage est basé sur les propriétés antigéniques spécifiques de la souche étudiée. La
sérotypie, réalisable uniquement chez BP, est basée sur 1’expression .des fimbriae et du
lipopolysacchande (LPS) (Zhong, 1988).

2.1.2. Résistance aux agents antimicrobiens
Le typage est basé sur la résistance aux antibiotiques (antibiotype). Sa mise en ceuvre est aisée
mais le caractére souvent transitoire des résistances limite 1’intérét de cette technique.

2.1.3. Migration électrophorétique d’enzymes

Le polymorphisme des souches bactériennes est mis en évidence par une différence de
migration électrophorétique d’enzymes hydrosolubles (Multilocus Enzyme Electrophoresis).
Les mutations modifient la composition en acides aminés de 1'enzyme et donc sa charge
électrostatique dont dépend la migration.

L’analyse d’un grand nombre d’isolats de BBS (303) a permis de distinguer 21 électrotypes
qui sont associés de fagon spécifique avec certaines espéces hotes (porcs, lapins...). Un méme
électrotype a été retrouvé chez des isolats provenant de la méme espéce animale (porc) mais
collecté dans des pays géographiquement éloignés (USA et Japon) (Musser er al., 1987).

2.2. Techniques génétiques

Le typage met en évidence le polymorphisme au niveau de I’ADN. Une variation génétique
n’étant pas systématiquement traduite en une variation phénotypique, il n’existe pas, a priori,
de rapport entre un type génétique donné et son expression phénotypique.

Le typage peut étre effectué par comparaison des fragments obtenus aprés restriction
enzymatique du génome. Les sites de restriction ont une spécificité de 4 a 8 paires de bases ;
le nombre de fragments obtenus dépend de |’enzyme utilisée. Les fragments sont séparés par
migration sur gel d’agarose. La définition des types est basée sur ['identité des profils de -

migration.

2.2.1. Restriction 4 nombreux sites de coupure
Cette restriction va générer de nombreux fragments de taille réduite. La migration des
fragments en gel d’agarose ne pose pas de problémes techniques, mais les profils obtenus sont
difficilement interprétables de par le nombre élevé de bandes (souvent impossible a distinguer
au sein d’une trainée continue). I1 est alors possible de réduire I’étude du polymorphisme a un
fragment d’ADN particulier par I'utilisation d’une sonde. Ainsi, la ribotypie se fait selon le



profil de restriction des génes ribosomaux. Cette méthode de typage ne semble pas adaptée a
I’étude de BBS.

2.2.2. Restriction avec un faible nombre de coupures et
Electrophorése en champ pulsé

Le nombre réduit de bandes (jusqu’a une trentaine) permet une comparaison exhaustive des
fragments. Cependant, au- dela d’une taille voisine de 25 kilobases les fragments d’ADN ne
peuvent pénétrer dans la réticulation d’un gel d’agarose sous leur forme globulaire.
L’électrophorése en champ pulsé (ECP) permet de séparer ces fragments d’ADN de grande
taille. Par une variation cyclique de I’orientation des champs électriques appliqués sur le gel,
les molécules d’ADN vont s’étirer puis se comprimer, I’alternance de ces mouvements
conduit & un déplacement par reptation. La séparation des molécules est basée sur la
différence de temps nécessaire a la réorientation des molécules d’ ADN dans la direction du
champ électrique. Ce temps de réorientation croit avec la taille des fragments. La durée
d’application de chaque champ est appelée temps de pulsation.
1l existe de nombreuses variantes d’ECP en fonction de |’orientation des champs électriques.
Cette technique s’est révélée trés discriminante et tend a devenir une technigque de référence.
Le temps nécessaire & la préparation de I’ADN et a la migration ainsi que son cout la destine
pour I'instant plus spécifiquement a des laboratoires spécialisés.

Conclusion
De toutes les techniques de typage. 'ECP est la plus adaptée & la comparaison des différents

isolats de BBS (Weber, 1997). Les conclusions tirées du typage des bactéries par ECP doivent
cependant étre interprétées avec précaution. Récemment, Stibitz et Yang (1999) ont montré
que des profils différents en ECP pouvaient ne pas étre dus a un gain ou une perte de sites de
restriction, mais plutdt a des inversions de séquences. Dans le cas de BP, 1’établissement de
ces inversions de séquences serait favorisé par la présence d’un nombre important de
séquences d’insertion telles que 1'IS481. Dans la mesure ot la multiplication des sub-cultures
des isolats peut favoriser I'établissement des recombinaisons génétiques, il est important de
limiter leur nombre.

1IV. POUVOIR PATHOGENE CHEZ L.’ ANIMAL

BBS est responsable d’affections respiratoires chez de nombreuses espéces animales
domestiques et sauvages. Les animaux vivants en collectivités sont particuliérement exposés.

1. Implication de Bordetella bronchiseptica dans le syndrome de la toux de
chenil

BBS est un agent pathogéne majeur de la trachéobronchite infectieuse canine ou toux de
chenil. Dans ce syndrome, elie est fréquemment associée au parainfluenzavirus canin et a
I’adénovirus canin de type 2. D’autres organismes peuvent intervenir mais ont un rdle
mineur : I'adénovirus canin de type 1, ’herpés virus canin, des réovirus, de nombreuses
bactéries (Pasteurella multocida, Staphylococcus aureus, Streptococci béta hémolytiques.
Klebsiella spp, Haemophilus spp. Coryvnebacterium spp...), des mycoplasmes...



Le role pathogéne primaire de BBS a ét€ contesté jusqu’aux travaux de Wright ef al. en 1973
qui ont démontré que l'inoculation intra-nasale d’une culture de BBS entrainait chez des
chiots une affection respiratoire associant toux et rhinorrhée. Ces travaux ont ¢té confirmés
par Thompson et al. en 1976.
Dans les conditions naturelles, la forme clinique de la maladie est déterminée par
"association des différents agents pathogénes ainsi que par les conditions de vie de I’animal :
- La forme simple est une trachéobronchite seche caractérisée par une toux forte.
L’état général est conservé et I’évolution favorable en une a trois semaines.
- La forme compliquée est une broncho-pneumonie qui survient d’emblée ou fait suite
a la forme simple. Elle affecte le plus souvent des animaux jeunes (six semaines a six mois),
non vaccinés contre la maladie de Carré et 'hépatite de Rubarth et hébergés dans des
conditions d’hygiéne précaires.
La morbidité est forte et la mortalité faible.
La pathogénie de I’infection a BBS chez le chien a été étudiée par Bémis ef al. (1977). La
bactérie, fixée sur les cils de I’épithélium respiratoire, est retrouvée a tous les niveaux du
tractus respiratoire dotés d’un épithélium cili€ (cavités nasales, trachée, bronches et
bronchioles). La disparition de BBS de la surface de I’arbre trachéobronchique est
relativement plus lente que celle des autres bactéries. Bémis I’isole jusqu’a quatorze semaines
aprés une innoculation expénmentale.
BBS détermine également, bien que cela soit moins décrit, des troubles de la reproduction
chez ta chienne. Vaissaire (1989) décrit plusieurs cas survenus dans des chenils de
reproducteurs : mises bas de chiots morts nés ou déceés des chiots dans les deux a trois jours.
Elle isole BBS en culture pure a partir de prélévements provenant des chiots décédés ainsi que
sur des écouvillons vaginaux et nasaux de chiennes ayant présenté une pathologie de la
reproduction récente. La morbidité était de 30% dans ’élevage ie plus atteint.
La toux de chenil est une des pathologies ayant I'impact économique le plus important dans
les collectivités canines.

2. Infections respiratoires félines i Bordetella bronchiseptica

L’herpés virus félin et le calicivirus félin sont les principales causes de maladies respiratoires
infecticuses chez le chat et le role pathogéne exact de BBS est encore sujet 3 controverse.
Longtemps considérée comme un agent secondaire, i} semble cependant qu’elle puisse étre,
dans certaines conditions, un agent pathogéne primaire.

2.1. Isolement de Bordetella bronchiseptica chez des chats présentant
des affections respiratoires
BBS est 1solée chez des chats atteints de bronchopneumonies (Mac Gowan, 1911 ; Fisk and
Soaves, 1973 ; Willoughby, 1991 ; Welsh, 1996), chez des chats présentant une toux séche
sans atteinte de {’état général (Elliot, 1991 ; Welsh, 1996) et chez un chat de treize ans atteint
d’un adénocarcinome de la muqueuse nasale (Welsh, 1996).

2.2.  Reproduction expérimentale de la maladie
Jacobs parvient 4 reproduire la maladie chez des chats exempts d’organismes pathogénes
spécifiques. Des chatons de huit semaines, soumis a un aérosol de BBS, développent des
symptomes respiratoires (jetage nasal, éternuements, toux) en cinq jours. Les symptomes
disparaissent en une dizaine de jours mais les chatons restent porteurs de Ia bactérie pendant
au moins quatre semaines apres la date d’infection (Jacobs ef al., 1993).



2.3. Prévalence
Fisk and Soaves (1973) ont étudié le portage de BBS chez des chats de laboratoire. A leur
arrivée au laboratoire, 10% des chats étaient porteurs et trois semaines plus tard, BBS était
isolée par écouvillonnage oropharyngé chez 48 % des chats.
Dans une étude sérologique pratiquée sur une population de chats tout venant, 72% des chats
possédaient un taux élevé d’anticorps dirigés contre BBS (Mac Ardle, 1994). Les taux
d’anticorps étaient plus élevés chez les chats vivants en collectivité et atteints d’infections
respiratoires. La séroconversion se produisait chez les chatons entre sept et dix semaines
d’age.
Binns e al. (1999) ont mené une étude sur 740 chats afin de déterminer la prévalence des
infections @ BBS et les facteurs de risque prédisposant a ces infections. L.’étude porte sur des
chats sains ou atteints d’une affection respiratoire et vivants pour la plupart en collectivité.
BBS est isolée par écouvillonnage oropharyngé ou nasal chez 11% des chats de 1’échantilion.
La prévalence de I’infection varie en fonction du mode de vie des chats : 19,5 % en chatterie
de refuge, 9 % en chatterie d’élevage, 13,5 % en animalerie de laboratoire et 0 % en maison
individuelle. Dans le groupe des chats vivants en chatterie de refuge, BBS est isolée chez 40 %
des chats atteints d’une infection respiratoire et chez 8 % des chats sains. Une recherche du
calicivirus félin et de I'herpés virus est menée conjointement. Il n’y a pas d’association
statistiquement significative entre I’isolement de BBS et I'isolement d un virus chez le méme
chat. Ces données suggeérent que BBS pourrait étre responsable de maladie respiratoire
indépendamment de toute association avec un virus. Le taux d’isolement de BBS est
significativement plus élevé chez les chats jeunes ainsi que chez les chats vivants en contact
avec un chien ayant présenté récemment une infection respiratoire du type toux de chenil.
L’infection & BBS semble donc largement répandue dans certains groupes de chats, en
particulier les chatteries de refuge ; le stress et le confinement pourraient étre des facteurs

favorisants.

2.4. Portage asymptomatique
Coutts ef al. (1996) ont montré que des chats guéris d’une infection expérimentale a BBS,
restaient porteurs de la bactérie pendant 19 semaines.

2.5. Contamination interspécifique
Le passage de BBS du chien vers le chat a été récemment mis en évidence (Dawson ef al.,
2000). Un chiot atteint de toux de chenil est acheté par une famille possédant déja un chien et
deux chats. Le chien de la matson présente une semaine plus tard une toux qui durera un mois.
Deux semaines plus tard, les deux chats présentent une toux accompagnée de fiévre et d’un
écoulement nasal purulent. BBS est isolée chez les quatre animaux. Les profils en ECP des
quatre isolats sont identiques. Ces observations semblent indiquer que le passage de BBS du

chien vers le chat est possible.

Conclusion

Son isolement dans plusieurs cas spontanés de maladies respiratoires et la reproduction
expérimentale de la maladie suggérent que, dans certaines circonstances (jeune ige, mauvais
état général, surpopulation), BBS puisse étre un agent pathogéne primaire chez le chat.

La clinique est polymorphe. Dans les formes bénignes, le chat présente les symptomes d’une
infection des voies respiratoires supérieures avec des éternuements et un jetage oculo-nasal.
Les bronchopneumonies associent fiévre, dyspnée, dépression et anorexie. Des formes




intermeédiaires sont possibles. La toux est fréquemment décrite mais de maniére moins
systématique que chez le chien.

La bordetellose, ¢voluant seule ou en association avec des virus, est probablement sous
estimée chez le chat parce que rarement recherchée.

3. Implication de Bordetella bronchiseptica dans le syndrome de Ia rhinite
atrophique chez le porc

BBS est un des agents de la rhinite atrophique du porc. L’infection par BBS seule est a
I’origine d’une forme non progressive et transitoire. L’association de Pasteurella multocida
(PM) avec BBS donne une forme chronique, la rhinite atrophique progressive. La ciliostase et
I'immunodépression résultant de I'infection par BBS favorise la colonisation de la muqueuse
nasale par PM (Chanter ef al., 1989).

3.1.  Clinique

3.1.1. Forme non progressive
L’infection par BBS se traduit par une rhinite avec hypoplasie des cornets nasaux atteignant
des porcelets agés de une 3 trois semaines. Les symptomes sont plus séveres chez les
individus les plus jeunes. Plus rarement, une pneumonie survient chez les trés jeunes
porcelets. Les porcs atteint de rhinites non surinfectées guérissent généralement sans séquelles
en quelques semaines.

3.1.2. Forme progressive
L’infection ou la surinfection par PM se traduit par une rhinite chronique caractérisée par une
atrophie plus ou moins marquée des cornets nasaux et ethmoidaux. Les lésions sont
provoquées par |’absence de renouvellement de la matrice osseuse au niveau de la lame de
soutien des comets. Les TDN de BBS et de PM entrainent une dégénérescence des
ostéoblastes associée a une augmentation de I'activité ostéoclastique (Magyar er al., 1988).

3.2.  Prévalence
Des études basées sur la mise en culture d’écouvillonnages nasaux chez des porcelets ont
montré que 25 a 54 % des troupeaux (Ross ef al.1963 ; Harris ef al. 1969) et 11 % des
porcelets (Farrington and Switzer, 1977) étaient infectés par BBS. En général, les estimations
basées sur des sérologies sont encore plus élevées (Jenkins ef al., 1977). Le portage
asymptomatique est élevé.

4. Infections a Bordetella bronchiseptica chez les rongeurs et les lagomorphes

Le cobaye est particuliérement sensible & I’infection par BBS. Le tableau clinique associe
rhinites, pneumonies et avortements. Des otites moyennes et internes sont également
signalées. La mortalité est importante. Dans un élevage, la maladie évolue sur le mode
enzootique avec de brusques poussées épizootiques. Le stress, le surpeuplement, la carence en
vitamine C, des variations brutales de température, la dénutrition agissent comme facteurs
prédisposants. Les femelles gestantes et les jeunes sont particuliérement exposés.

Le rat et la souris développent une bronchopneumonie aigu€ a subaigué. Le modéle
d’infection par voie intranasale chez la souris est le modéle le plus fréquemment utilisé pour




déterminer la pathogénése de I'infection par BBS ainsi que pour analyser I'immunité induite
par les vaccins.

Chez le lapin, BBS, seule ou en synergie avec PM, est responsable de rhinites, d’otites et de
bronchopneumonies. Une étude réalisée dans un élevage industriel (Deeb er al., 1990) montre
qu’a I’age de deux mois, 75 % des lapereaux sont porteurs de BBS et 25 % de PM. Puis, la
proportion des lapins infectés par PM augmente et 4 I’dge de quatre mois, environ 50 % des
lapins infectés par PM seule ou associée & BBS présentent une atteinte des voies respiratoires
supérieures alors que I'infection par B85S seule n’en entraine pas. I.’infection par PM semble
favorisée par BBS et pérennise [affection clinique.

5. Infections a Bordetella bronchiseptica chez le cheval

BBS n’est pas considérée comme un pathogéne respiratoire fréquent des chevaux. Vandevenne
et al. (1995), décrivent le cas d’un poulain de dix mois ayant déclaré une infection respiratoire
dans les jours suivant une chirurgie effectuée sous anesthésie gazeuse. L.’animal présente une
tuméfaction des ganglions de I’auge, une toux grasse, un état fébrile (39,9°C) et un jetage
nasal bilatéral séreux puis muco-purulent. Un écouvillonnage nasal permet d’isoler BBS chez
le poulain ainsi que sur une jument présentant les méme symptomes et logée dans un box
contigu. Il semble donc que BBS puisse intervenir chez le cheval comme agent infectieux
primaire. Dans le cas de ce poulain, le stress chirurgical et I’anesthésie ont probablement
favorisé le processus infectieux. [l est décrit dans la littérature qu’une anesthésie a ’halothane
(qui inhibe I’action des ciis) peut favoriser le développement d’une infection respiratoire a
BBS (Bayly et al., 1982).

Dans une série de 39 poulains atteints d’arthrite septique hématogéne, Poyade-Alvarado
(1993) isole BBS dans un cas. Dans cette étude, les poulains étaient tous dgés de moins de
deux mois, 20 % provenaient d’un poulinage anormal (dystocie, prématuré, placentite...), 72
% étaient atteints d’au moins une affection concomitante (pneumonie, omphalophlébite,
diarthée...). La fréquence élevée des infections néonatales et 1'isolement d’organismes
indigénes de I’hdte et de son environnement suggéraient ’existence de déficits dans
I'immunité de ces poulains. Un manque total ou partiel de transfert passif des
immunoglobulines & partir du colostrum de la jument fut démontré chez sept des douze
poulains testés dans cette étude.

1! est possible que le nombre d’isolement de BBS relativement faible chez le cheval provienne
de l'utilisation de milieux insuffisamment sélectifs envers les bactéries classiquement
rencontrées dans les prélévements (Streptococcus zooepidemicus, Rhodococcus equi, E. coli).
Dans I'étude bactériologique des lavages bronchoalvéolaires, les milieux usuels sont envahis
par Streptococcus zooepidemicus et les éventuelles colonies de BBS sont difficiles & identifier.
L’utilisation de milieux sélectifs tel que le milieu de Bordet-Gengou additionné de pénicilline
ou le milieu Chocolat-haemophilus a permis d’identifier BBS dans des cas ou la culture sur
gélose au sang était négative (Fortier, communication personnelle).

L’identification de BBS dans les affections respiratoires équines présente un intérét
thérapeutique certain. Les infections aigués sont souvent graves chez le poulain et une
antibiothérapie spécifique précoce est souvent décisive. BBS est résistante 4 de nombreux
antibiotiques utilisés en premiére intention telles que les pénicillines et les antibiotiques actifs
doivent étre admninistrés pendant plusieurs semaines pour limiter les rechutes,

D’autre part, la pathogénie particuliére de BBS incite & évaluer précisément son role dans les
pathologies respiratoires chroniques. BBS persiste pendant trés longtemps dans le tractus
respiratoire, peut-étre de maniere intracellulaire. Cette persistance pourrait expliquer la



récurrence de certaines affections malgré des traitements adaptés. Le rdle de BBS dans les
bronchopneumopathies obstructives chroniques est a évaluer. La stimulation persistante par
les antigénes bactériens pourrait étre une des cause de I'inflammation bronchique chronique
observée dans ces pathologies.

6. Infections & Bordetella bronchiseptica chez les primates

BBS a ¢té isolée chez des singes de laboratoire atteints de pneumonie. Dans l'espece
Calicebus, BBS serait responsable de 27 % des cas de bronchopneumonies (Goodnow, 1980).
Klein (1987} I1sole en culture pure des poumons de cing membres d’un groupe de huit singes
verts africains (Cercopithecus aethiops) morts ou mourrants de bronchopneumonie aigug. La
recherche d’une étiologie virale par culture et sérologie est négative. L’étude in vitro des cing
isolats montre qu’il s’agit probablement d une méme souche et que cette souche posséde tous
les facteurs de virulence connus. D’aprés ces observations, il semble que BBS puisse étre un
pathogéne respiratoire primaire chez le singe vert africain.

7. Infections & Bordetella bronchiseptica dans la faune sauvage

Letcher et al. (1993) ont isolé BBS en culture pure des poumons d’un koala male décédé en
’espace de six heures d’une pneumonie suraigiie.

La rapidité d’évolution de cette pneumonie est retrouvée dans les deux descriptions suivantes
et semble étre la régle chez le koala.

Mac Kenzie et al. (1979) décrivent des épidémies récurrentes dans une colonie de koalas
vivants en captivité en Australic. Lors de la premiére épidémie, la mortalité était de 13 % et la
morbidité de 30 %. Lors des rechutes se produisant a chaque hiver, la mortalité avait chuté a
2 % et la morbidité a 15 %. Ces résurgences coincidant avec le stress hivernal suggerent un
portage chronique chez certains individus dans la colonie.

Dans une réserve australienne, Canfiel et al. (1986) isolent BBS chez quatre koalas décédés
d’une pneumonie. Trois des quatre koalas étaient par ailleurs atteints d'affections
intercurrentes séveres.

Une enquéte sur la prévalence de BBS dans la faune sauvage a €t€ menée en lowa (Switzer et
al., 1966). Les prélévements ont été effectués par écouvillonnage trachéal sur des animaux
tués a la chasse. BBS a été isolée chez 1 skunks sur 78 skunks testés, 2 opossums sur 105, 4
renards sur 108 et 3 raton-laveurs sur 85.

BBS a été isolée dans la trachée de 6 rats sur 21 capturés dans une décharge a ordure. Ce
résultat implique que le rat pourrait étre une source de contamination dans les porcheries.

Les cultures sont restées négatives chez 7 faucons, 7 hiboux, 45 faisans, 112 visons, 32
skunks tachetés et 54 coyotes.

Ces résultats démontrent la présence de BBS dans la faune sauvage.

Conclusion
Le rdle pathogéne primaire de BBS est établi dans de nombreuses espéces. BBS évolue

fréquemment en association avec d’autres agents bactériens ou viraux. Elle provoque une
ciliostase et une immunodépression qui favorise les surinfections. Le jeune Age, un état
général affaibli et la vie en collectivité sont des facteurs favorisants. Les études
épidémiologiques sont fragmentaires mais il semble que la prévalence de BBS soit élevée
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chez le chien, le porc et le lapin. La maladie est probablement sous diagnostiquée chez le chat
et le cheval. L’existence d’un réservoir sauvage est vraisemblable.

V. POUVOIR PATHOGENE CHEZ 1" HOMME

1. Fréquence de I'infection 2 Bordetella bronchiseptica chez Phomme

Fréguemment impliquée en tant que pathogéne primaire ou secondaire dans des infections
respiratoires chez I'animal, BBS n’a été que trés rarement incriminée chez I’homme. Son rdle
pathogeéne est pourtant évoqué des les premieres années de sa découverte. Mac Gowan (1911)
et Ferry (1917) isolent la bactérie chez deux gar¢ons animaliers atteints respectivement d’une
rhinorrhée chronique et d’un syndrome grippal. Brown (1926) décrit a son tour le cas d’une
enfant de cing ans présentant des €pisodes pseudo-coguelucheux et chez laquelle 1l identifie
BBS dans les cultures d’un prélévement d’expectoration.

Avant les travaux de Johnson et Sneath (1973) et de Bemis er al (1977), les critéres
d’identification bactériologique manquaient de fiabilité, la confusion avec des bactéries de
phénotype proche appartenant aux genres Acinetobacter, Achromobacter, Alcaligenes,
Pseudomonas et Brucella était possible. Les cas étant peu documentés, il est parfois difficile
de déterminer si la bactérie isolée était effectivement BBS et si elle était la cause de la maladie
ou simplement un commensal. La liste des cas référencés est exposée par ordre chronologique
dans les tableaux 42a7.

A partir de 1980, le nombre de cas d’infection humaine & BBS semble augmenter de maniére
sensible. Il est probable que les progres réalisés en médecine contribuent a cette augmentation.
En bactériologie, I'identification des microorganismes fait appel actuellement a des galeries
miniaturisées prétes & ’emploi qui permettent d obtenir des résultats aussi rapides et fiabies
pour des bactéries rares comme BBS que pour des bactéries plus courantes. En pneumologie,
principal domaine des infections a BBS, les techniques de préléevement des sécrétions trachéo-
bronchiques sont devenues trés performantes, qu’il s’agisse de I’aspiration transtrachéale, du
brossage bronchique protégé distal ou du lavage bronchique, méthodes qui permettent de
prélever le germe dans les voies respiratoires profondes en évitant la contamination par la
flore oropharyngée. Les progrés effectués en thérapeutique rendent possible des survies
prolongées chez des patients atteints de maladies graves et favorisent de ce fait I'apparition
d’affections nouvelles par fragilisation du terrain.

De 1990 a 1995 est mis en place un réseau d’épidémiosurveillance constitué par les
Laboratoires du Collége de Bactériologie des Hopitaux et d’autres Laboratoires
Correspondants du Centre National de Référence (Le Coustumier et al, 1995). Grice a ce
réseau, 52 cas ont pu étre colligés alors que dans leur revue Woolfrey et Moody (1991) en
répertorient seulement 25 cas sur la période 1911 4 1991.

2. Répartition dans la population et importance du terrain
Les infections 4 BBS se rencontrent essentiellement chez les personnes dgées, les patients

immunodéprimés et, a un degré moindre, les enfants.
Elles semblent se développer préférentiellement sur les terrains fragilisés. Deux facteurs

favorisants sont trés fréquemment rencontreés .

20
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- une affection pulmonaire préexistante : néoplasie bronchopulmonaire, bronchite
chronique, asthme, brucellose, tuberculose. ..

- une immunodépression sévére : atteinte par le VIH, hémopathie, chimiothérapie,
corticothérapie, éthylisme. ..
Ces données soulignent le caractére opportuniste de la bactérie.
11 n’est cependant pas exclu que BBS puisse se comporter comume un pathogéne primaire dans
la mesure ou elle a été 1solée a plusieurs reprises chez des sujets ne présentant aucun facteur
de risque reconnu, ni aucune pathologie sous-jacente : cinq cas de syndromes coqueluchoides
chez quatre nourrissons et une fillette de trois ans et un cas de détresse respiratoire aigiie
fébrile chez un jeune homme de vingt ans (Le Coustumier et al., 1995).

3. Les formes cliniques
BBS est, dans la trés grande majorité des cas, associée a des infections du tractus respiratoire.
Elle a ¢té identifiée dans d’autres types d’affections mats cela demeure exceptionnel.

3.1.  Les formes respiratoires
Les termes employés dans la littérature pour les désigner sont variés . syndrome pseudo-
grippal, syndrome pseudo-coquelucheux, toux atypigue, rhinite chronique, trachéobronchite,
pneumonie et bronchopneumonte.
Parmi les cinquante deux cas colligés par le réseau d’épidémiosurveillance, on trouve cing
syndromes coqueluchoides chez quatre nourrissons et une enfant non vaccinée, une pleurésie
purulente et trente quatre bronchopneumontes dont deux avec abcédation.
Le mode de début est en général progressif et I'anamnése révéle souvent la notion de
pneumopathies récidivantes dans les mois qui précédent la découverte de BBS. La fiévre est
fréquente mais non constante. La symptomatologie est dominée par une toux séche en début
d’infection puis associée a une expectoration purulente. Cette toux prend parfois la forme de
quintes coqueluchoides et s’accompagne d’une dyspnée le plus souvent modérée mais qui
peut s’aggraver jusqu’a entrainer une détresse respiratoire. [)’autres symptomes complétent
parfois le tableau clinique : rhinite, conjonctivite, anorexie, diarrhée, amaigrissement.
L’évolution est favorable mais ’amendement des signes cliniques est souvent long et les
rechutes fréquentes. Des infections intercurrentes compliquent parfois le tableau clinique.
Aspect particulier des formes respiratoires chez 'enfant : en dépit de son étroite parenté
antigénique avec BP, BBS, parce qu’elle ne synthétise pas de toxine pertussis, ne détermine
pas de coqueluche stricto sensu. Les syndromes pseudo-coquelucheux recensés dans la
littérature décrivent des toux, avec épisodes paroxystiques, évoluant sur plusieurs semaines
puis régressant progressivement.

3.2. Les formes extra-pulmonaires

In virro, BBS est capable d’adhérer a différent types de cellules ciliées comme les cellules
épendymaires ventriculaires et également & certaines cellules non ciliées comme les
fibroblastes (Plotkin and Bemis, 1984).

Plusieurs observations font état de localisations extra-pulmonaires: un cas de méningite
(Chang er al., 1975) avec isolement de BBS dans un prélévement de liquide ¢éphalo-rachidien,
une sinusite maxillaire (Woolfrey and Moody, 1991), une péritonite chez un patient dialysé
(Byrd et al.. 1981) et deux septicémies (Dale ef al, 1961 ; Katzenstein er al, 1984) dont le
point de départ est inconnu mais non respiratoire. Tous ces patients présentaient un terrain
fragilisé.
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Dans la série des 52 patients colligés par le réseau d’épidémiosurveillance (Le Coustumier et
al., 1995), 72 isolements de BBS ont été réalisés : 28 perfibroscopie, 22 expectorations, trois
ponctions pleurales (chez un méme patient), trois prélévements nasaux chez deux patients et
une aspiration nasopharyngée chez une enfant et dans 15 cas un mode de prélévement
inconnu. Dans plusieurs cas, des prélevements distaux perfibroscopiques ont permis d’isoler
la bactérie en culture pure et abondante alors que les examens cytobactériologiques des
expectorations restaient négatifs.

V. DEMONSTRATION DU CARACTERE ZOONOTIQUE DE BORDETELLA
BRONCHISEPTICA

1. Historique

Bien que non démontrée, I"hypotheése du passage de BBS de I’animal a I'homme était
considérée comme vraisemblable dés la description des premiers cas humains. La notion de
contact avec un animal infectant est présente dans plus de la moitié des cas décrits dans la
littérature (Tableaux 4 a 7). Dans certains cas, BBS est identifiée a partir de prélévements
réalisés simultanément sur les animaux suspectés :

- Deux animaliers en contact avec des lapins et cobayes infectés de fagon
chronique par BBS (Mac Gowan, 1911 ; Ferry, 1917).

- Une enfant de 5 ans atteinte d’un syndrome pseudo-coquelucheux apparu une
dizaine de jours apres I'acquisition d’un jeune lapin de compagnie atteint de coryza. BBS est
isolée en grande quantité chez ce lapin a partir d’un écouvillonnage nasal, d"un prélévement
nasopharyngé et de tissus bronchiques prélevés aprés autopsie (Brown, 1926).

- Les trois plus jeunes enfants d'une famille de fermiers atteints d’une toux
coqueluchoide peu de temps aprés qu'une infection respiratoire ait emporté quatre des six
lapins et trois des cing chats de la ferme. BBS fut isolée dans les prélévements nasopharyngés
des deux chats survivants (Kristensen and Lautrop, 1962).

2. Cas princeps

La démonstration du caractere zoonotique de I'infection a BBS est faite par Gueirard ef al. en
1995, {is identifient BBS chez une patiente atteinte de pneumonie et isolent également 1a
bactérie chez un lapin de la ferme. Par comparaison des profils en champ pulsé, ils établissent
que les souches de la patiente et du lapin sont identiques.
Nous allons développer ce cas en détail parce qu’il regroupe trois caractéres importants des
infections & BBS :

- le caractére zoonotigue,

- la persistance de la bactérie chez I’héte infecté,

- la variation des facteurs de virulence au cours de I’infection.

2.1. Clinique et épidémiologie
La patiente est une femme igée de 79 ans hospitalisée en septembre 1989 pour une
bronchopneumonie fébrile aigué. La mise en culture des sécrétions mucopurulentes récoltées
lors d’une bronchoscopie permet d'isoler BBS en culture pure (souche Rl). L’état de la
patiente s’améliore aprés un traitement de deux semaines de minocycline. Une enquéte

i
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épidémiologique est menée. La patiente vit dans une ferme. Elle posséde un jeune chat qui
dort fréquemment dans le clapier des lapins. Le chat et les lapins présentent des symptémes
compatibles avec une bordetellose (toux associée a une rhinorrhée, conjonctivite). Des
écouvillonnages nasaux et oropharyngés pratiqués sur le chat ne permettent cependant pas
d’isoler BBS.

En décembre 1990, la patiente est hospitalisée a nouveau pour une pneumonie. Deux examens
cytobactériologiques des expectorations (ECBE) ne montrent qu’une abondante flore
commensale oropharyngée mais BBS est isolée (souche R2) en culture pure a partir de
prélévements réalisés par fibroscopie. Un traitement de minocycline est & nouveau instauré
pendant un mois. Cinq visites de contrdle, effectuées entre janvier et octobre 1991,
confirment 1’absence d’infection pulmonaire. Un des lapins qui présente des symptomes de
bordetellose est sacrifié et des prélévements sont effectués & différents étages du tractus
respiratoire. Les cultures effectuées a partir de 1'appareil respiratoire supérieur sont stériles
mais BBS (souche L2) est isolée en culture pure a partir du hile et des bronches. Le chat et les
lapins sont euthanasiés.

Un an plus tard, en décembre 1991, la patiente souffre d’une toux et BBS est isolée a nouveau
a partir des expectorations (souche R3). L’état de la patiente s’améliore lentement durant cing
semaines de traitement de minocycline. En février 1992, une radiographie de controle ne
montre aucun signe d’infection.

En juillet 1992 la patiente présente une bronchite qui est traitée avec de la minocycline. Un
ECBE permet d’isoler BBS pour la quatrieme fois (souche R4). La minocycline est poursuivie
pendant un mois. La patiente ne présente plus d’infection durant les 30 mois qui suivent.

2.2. Démonstration de Pidentité des isolats par ECP

Comme il n’était pas possible de différencier entre elles les souches R1, R2, R3, R4 et L] par
leurs caractéres bactériologiques, ni leur résistance aux antibiotiques, Gueirard et al., ont
analysé ces souches par ECP. Cette technique a été utilisée pour comparer les cinq isolats avec
une variété de souches de BBS d’origine humaine et animale.

Alors que les profils de restriction des isolats d’origines diverses montraient une grande
hétérogenéité. les profils des isolats L2, R1, R2 et R3 étaient identiques. indiquant que la
méme souche était responsable des infections de la patiente et de son lapin. La quatriéme et
derniére souche isolée chez la patiente, R4, avait un profil trés proche des souches L2, R1, R2
et R3.

2.3.  Persistance de Bordetella bronchiseptica chez I’héte

Cette femme a présenté quatre infections respiratoires successives 4 BBS sur une période de
deux ans. Les deux premiéres infections ont eu lieu alors que la patiente vivait en contact
étroit avec des animaux également infectés par BBS. Les deux derniéres infections étant
apparues alors que la patiente n’était plus en contact avec ces animaux, une persistance de la
bactérie dans le tractus respiratoire de la malade est trés probable.

L’analyse des sérums de la patiente et de son lapin a montré un taux élevé d’anticorps
specifiques de BBS. La persistance de la bactérie malgré ces taux élevés d’anticorps suggére
une localisation intracellulaire. Un autre argument en faveur d'une persistance intraceliulaire
est la mise en évidence par plusieurs études récentes effectuées in vitro, de la survie de BBS a
I'intérieur de cellules épithéliales (Schipper er al., 1994) et de cellules dendritiques (Guzman
et al., 1994b).

La bactérie semble capable de faire varier I"expression de ses facteurs de virulence au cours de
I'infection, Bien que présentant des profils en ECP identiques, les 5 souches isolées
possédaient des phénotypes différents. La souche initialement isolée chez la patiente (R1)
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ainsi que celle isolée chez son lapin (L2) exprimaient tous les génes de virulence et étaient
capables d’induire une infection létale chez la souris. Les souches isolées pendant les trois
derniers épisodes infectieux de la patiente exprimaient les adhésines mais étaient déficientes
en AC-Hly et incapables d’induire une infection létale chez la souris (Gueirard et al., 1995).
Gueirard ef al. proposent un modéle d’infection en trois étapes. Dans |’étape initiale, BBS
exprimerait tous ses geénes de virulence: les adhésines permettent la colonisation de
I’épithélium et I’Ac-Hly permet d’initier I'infection en altérant le fonctionnement des cellules
épithéliales et immunitaires. Dans un second temps, la bactérie cesserait de produire I’AC-
Hly, incompatible avec sa survie extra ou intracellulaire et continuerait & produire des
adhésines. Dans un troisiéme temps, elle cesserait toute expression des génes de virulence afin
d’échapper a la réponse immunitaire de 1’hdte et établirait un état de portage (Gueirard er
al,1995).

D’autres observations viennent étayer U'hypothése d’une persistance intracellulaire. Chez
quatorze patients (Le Coustumier ef al,1995), BBS a été isolée de multiples fois sur des
périodes prolongées malgré des antibiothérapies adaptées. Les anticorps spécifiques détectés
dans le sérum de ces patients persistaient généralement a des taux trés élevés et ne sembiaient
pas conférer une immunité protectrice suffisante contre la maladie.

Enfin, ce cas clinique met en évidence les difficultés d’isolement de BBS. En décembre 1990,
les deux ECBE de la patiente sont négatifs et BBS n’est isolée qu’a partir des prélévements
réalisés par fibroscopie. Chez le lapin sacrifié, BBS est isolée a partir du hile et des bronches
alors que les prélevements effectués sur ['appareil respiratoire supérieur ne permettent pas
I'isolement de la bactérie.

VII. ANTIBIOTHERAPIE

La sensibilité aux antibiotiques est classiquement évaluée par deux méthodes : détermination
des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et antibiogramme par diffusion en gélose
avec mesure des diametres d’inhibition.

I’analyse des résultats de différentes €tudes met en évidence des discordances selon la
méthode utilisée (CMI ou diametres d'inhibition) et selon les auteurs (pour une méthode
donnée).

1. Corrélation CMI / diamétres d’inhibition

Corbiéres-Priot (1996) a étudié la sensibilité aux antibiotiques de 80 souches (40 souches
d’origine humaine, 40 souches d’origine animale) de BBS par la détermination des CMI et par
la mesure des diameétres d’inhibition et a évalué la corrélation entre ces deux méthodes.
D’aprés I'antibiogramme par diffusion en gélose, BBS est rendue a tort sensible 4 certains
antibiotiques. Des discordances trés importantes (plus de 50% des souches changent de
catégorie) se notent pour "ampicilline, I'amoxicilline, la ciprofloxacine, I’ofloxacine et la
péflacine.

D’aprés Corbiére-Priot, 1'antibiogramme par diffusion en gélose est peu fiable et doit étre
interprété avec prudence. Il permettrait de mettre en évidence I'inactivité complete de certains
antibiotiques (cefalexine, streptomycine. lincosamine, clindamycine, oxacilline...) ainst que
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les résistances acquises aux sulfamides, aux tétracyclines et a la doxycycline. Il ne permettrait
aucune conclusion pour une souche rendue sensible a des antibiotiques comme 1’ampicilline,
I'amoxicilline, I’association amoxicilline-acide clavulanique, I’érythromycine et les autres
macrolides, les quinolones. La sensibilité in vitro d’une souche 4 un antibiotique ne pourrait
s’affirmer qu’aprés étude des CMI.

2. Etude de la sensibilité par classe d’antibiotique

2.1. Bétalactamines

2.1.1. Pénicillines

En termes de CMI (Corbieres-Priot, 1996 (80 souches)), BBS est :

- résistante aux aminopénicillines : ampicilline, amoxicilline.

- modérément sensible vis a vis de I’association amoxicilline-acide clavulanique,
I’association ampicilline-sulbactam et Ja ticarcilline.

- habituellement sensible a [D’association ticarcilline-acide clavulanique, aux
uréidopénicillines  (mezlocilline, pipéracilline,  association  pipéracilline-tazobactam,
azlociliine).

2.1.2. Céphalosporines et monobactames

BBS est résistante a la plupart des céphalosporines (Corbiére-Priot, 1996) :

- de premiére génération : céfalexine, céfazoline, céfalotine

- de deuxiéme génération : céfuroxime, céfoxitine, céfamandol

- de troisiéme génération : céfixime, cefpodoxime, céfotaxime
Les monobactames (aztréonam) et les nouvelles céphalosporines (céfépime et cefpirome) ont
une mauvaise activité (Corbiére-Priot, 1996).
BBS est modérément sensible a quelques céphalosporines de troisiéme génération :
céfopérazone, latamoxef (Philippon, et al., 1991 (23 souches) ; Farzaneh, 1993 (21 souches) ;
Corbiére-Priot, 1996).
Farzaneh (1993) observe I'existence d’un phénotype de résistance aux béta-lactamines dont
les céphalosporines. La synergie entre I’amoxicilline et un inhibiteur enzymatique de béta-
lactamase (acide clavulanique) suggere I’existence d’une béta-lactamase.

2.1.3. Carbapénémes
BBS est habituellement sensible a I'imipénéme et au méropénéme (Corbiére-Priot, 1996).

2.2. Aminosides et apparentés
En terme de CMI (Philippon er al., 1991 ; Corbiére-Priot, 1996), BBS est :
- sensible a la gentamycine, & la nétilmicine, a la tobramycine,
- modérément sensible vis a vis de ’'amikacine,
- résistante 2 la streptomycine, a la spectinomycine et a I’apramycine.
Terakato (1981) a mis en évidence I’existence d’une résistance croisée a la streptomycine, a
la tétracycline, a la sulfadimethoxine, au chloramphénicol et 4 la kanamycine.

23.  Cyclines

BBS est habituellement sensible aux cyclines: tétracycline, doxycycline et
minocycline (Mortensen, 1989 (48 souches) ; Pijpers, 1989 (20 souches)).
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Dans I’étude de Corbiére-Priot, une souche sur 80 est résistante, en terme de CMI, a4 la
tétracycline, intermédiaire 3 la doxycycline et sensible & la minocycline. Cette méme souche
est, en terme de diametre, résistante a la doxycycline et a la minocycline. L.’ antibiogramme par
diffusion sur gélose parait adapté a la détection de la résistance aux cyclines.

Un plasmide de résistance aux tétracyclines, a P'ampicilline, aux sulfamides et a Ia
streptomycine a été¢ mis en évidence chez une souche de BBS d’origine féline (Speakman et
al., 1997). La résistance 4 |’ampicilline était médiée par une béta-lactamase inhibée par I’acide
clavulanique et le tazobactam. La résistance a la tétracycline était codée par le géne rerC.
Speakman a réalisé le transfert de ce plasmide a une souche d’Escherichia coli K12.

2.4. Macrolides et apparentés
Les macrolides et apparentés montrent une mauvaise activité.
Les publications dans leur ensemble considérent I’érythromycine comme inactive, en terme de
CMI, sur BBS (Buggy, 1987 (1 souche) ; Ishikawa, 1988 (1 souche) ; Kurzynski, 1988 (11
souches) ; Mortensen, 1989 (48 souches) ; Meis, 1990 (2 souches)).
D’aprés Corbiére-Priot (1996), BBS est résistante, en terme de CMI, aux macrolides en C14
(érythromycine, roxithromycine, clarithromycine), en C15 (azithromycine), en C16
(josamycine), a la tylosine et a la pristinamycine. Les macrolides en C14 et en C15 montrent
une meilleure activité que les macrolides en C16 mais tous sont inactifs en termes de CMI.
Les diamétres d’inhibition décélent bien la mauvaise activité des macrolides : BBS est
résistante a I’érythromycine, la spiramycine, aux lincosamines (lincomycine et clindamycine),
aux streptogramines (pristinamycine et virginamycine), a la tylosine et a 1’oléandomycine.
L’érythromycine, classiquement prescrite dans le traitement de la coqueluche (BP) ne serait
donc pas indiquée dans le traitement contre BBS.

2.5. Sulfamides et triméthoprime
En terme de CMI, BBS est, selon les auteurs :
- inconstamment sensible a I’association sulfamide-trimethoprime (Mortensen,
1989 (48 souches) ; Corbiére-Priot, 1996 (80 souches)),
- résistante (Kurzynski, 1988 (11 souches)).
Terakato (1974) évoque un mécanisme de résistance plasmidique aux sulfamides.

2.6. Quinolones

En terme de CMI, BBS est, selon les auteurs :

- sensible a la sparfloxacine (Corbiére-Priot, 1996 (80 souches)), a I’ofloxacine et 4 la
ciprofloxacine (Pijpers, 1989 (20 souches) ; Fass, 1996 (10 souches),

- modérément sensible a I'ofloxacine, la ciprofloxacine, la péfloxacine et I'acide
nalidixique (Corbiére-Priot, 1986 (80 souches)),

- résistante a I’ofloxacine, la ciprofloxacine et la norfloxacine (Kurzynski, 1988 (11
souches)), a la fluméquine (Pijpers, 1989 (20 souches)).
En terme de diametre (Corbiére-Priot, 1996), BBS est :

- sensible a I'ofloxacine, la ciprofloxacine et ’acide nalidixique,

- résistante a la péfloxacine, la fluméquine et la norfloxacine.

2.7. Phénicolés
En terme de CMI, BBS est, selon les auteurs :
- sensible (Mortensen, 1989 (48 souches)),
- modérément sensible (Pijpers. 1989 (20 souches) ; Corbiéres-Priot, 1996 (80

souches)),
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- résistante (Kartzenstein, 1984 (1 souche)).
En terme de diamétre, BBS est sensible au chioramphénicol {Corbiere-Priot, 1986).

En conclusion, ces différentes études rapportent une trés bonne activité des tétracyclines et des
aminosides, une activité bonne ou modérée selon les quinolones, I’existence de résistances
aux sulfamides et aux bétalactamines et une trés mauvaise activité des céphalosporines et des
macrolides.

Une étude concernant des antibiotiques couramment utilisés en médecine vétérinaire donne
des résultats similaires. Speakman er a/. (1997), ont déterminé les pourcentages de résistance
aux antibiotiques de 152 isolats, en majorité d’origine féline (147/152) : 90 % des souches de
BBS sont résistantes a ’ampicilline, 85 % au triméthoprim, 30 % a la sulfadiazine, 15 % a
I"association amoxicilline-acide clavulanique, 7 % a I’enrofloxacine, 2 % a la doxycycline et |
% a la tétracycline.

3. Facteurs de variation de la sensibilité

I semble que 1'état de virulence de la bactérie (dépendant des conditions de culture) ait une
influence sur la sensibilité aux antibiotiques.

Ishikawa (1988) a décrit des variations de sensibilité importantes aux pénicillines, aux
céphalosporines et aux aminosides, pour une méme souche, en fonction de la température.
D’autre part, les CMI de 1’érythromycine et de I’ampicilline sont plus basses avec le milieu de
Bordet-Gengou qu’avec le milieu de Mueller-Hinton (Corbiére-Priot, 1996).

Conclusion

Les résultats obtenus in vitro permettent de choisir un antibiotique adapté & la souche isolée
mais d’autres facteurs interviennent dans le résultat thérapeutique final.

Les rechutes sont fréquentes malgré des traitements longs et adaptés. Elles peuvent en partie
s’expliquer par une mauvaise diffusion des antibiotiques dans le mucus bronchique. BBS est
localisée sur I’épithélium cilié et les concentrations active des antibiotiques dans les sécrétions
respiratoires qui atteignent |'épithélium peuvent étre trés différentes des concentrations
sériques (Wong ef al., 1975). L hypothése d’une persistance intracellulaire pourrait également
expliquer la relative ineflicacité des traitements antibiotiques.

VIH. VACCINS

1. Immunologie de I’appareil respiratoire

Les facteurs de protection non spécifiques assurent [’élimination de la majorité des bactéries.
IIs se composent de facteurs mécaniques {filtration des particules, transport mucociliaire,
toux), de facteurs solubles ayant une activité bactéricide et de facteurs immunologiques non
spécifiques (phagocytose, voie alterne du complément).

Les factewrs de protection spécifiques apparaissent de fagon secondaire au cours de
'infection, ils se mettent en place lorsque les facteurs bactériens de virulence ont permis a
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I'agent pathogéne d’échapper aux facteurs de défense non spéeifiques de I'héte. Ils nécessitent
une reconnaissance spécifique de la bactérie par le syst¢éme immun de I’héte.

Les réponses immunitaires sont fondamentalement différentes selon qu’elles s’adressent a des
pathogénes extracellulaires ou intracellulaires. Les bactéries a multiplication extracellulaire
entrainent des phénoménes de défense liés & la production d’anticorps spécifiques. Les
bactéries a multiplication intracellulaire entrainent des phénomenes de défense & médiation
cellulaire : lymphocytes T auxihaires et lymphocytes T cytotoxiques. Les deux mécanismes de
défense agissent en synergie. Les anticorps et le complément bloquent la phase précoce de
I'infection mais la guérison n’est obtenue que par la destruction des cellules infectées. Ces
considérations doivent étre prises en compte dans le développement des vaccins.

Plusieurs mécanismes faisant intervenir des facteurs mécaniques, des facteurs solubles et des
facteurs immunologiques contribuent donc a assurer la stérilité¢ du compartiment alvéolaire.

1.1.  Les facteurs mécaniques

La filtration des particules en fonction de leur taille, le transport mucociliaire et la toux
constituent les moyens de défense meécaniques.

L’appareil mucociliaire recouvre les voies respiratoires depuis les bronchioles jusqu’aux
voies aériennes supéricures. Le mucus est constitué d’une couche superficielle, visqueuse et
d’une couche profonde, fluide, en contact avec les cils présents sur les cellules épithéliales.
Les particules inhalées sont emprisonnées dans la couche superficielle et les mouvements
synchrones des cils assurent leur évacuation vers le carrefour oropharyngé ou elles sont
expectorées. Ce mécanisme est sensible aux variations du milieu (humidité, température}, ce
qui explique !'importance des conditions hygiéniques dans la prévention des affections
respiratoires.

1.2.  Les facteurs solubles
Les sécrétions mucosales contiennent des enzymes possédant une activité antibactérienne. La
lactoferrine inhibe la croissance bactérienne en diminuant la concentration en fer, le lysozyme
dégrade le peptidoglycane de la paroi bactérienne et ’alpha 1 anti-trypsine protége la surface
pulmonaire contre les protéases bactériennes. Le surfactant semble également posséder une
activité bactéricide.

1.3.  Les facteurs immunologiques
Les facteurs immunologiques se répartissent en facteurs non spécifiques et en facteurs
spécifiques.
1.3.1. Réponses immunitaires naturelles
Elles sont réalisées par les macrophages et les polynucléaires neutrophiles. Ces cellules
utilisent des systémes de reconnaissance primitifs, non spécifiques et phagocytent les agents
pathogénes. Elles interviennent également dans les mécanismes de I'immunité spécifique.

1.3.2. Réponses immunitaires spécifiques
Elles sont réalisées par les lymphocytes B et T. Ces cellules reconnaissent de fagon spécifique
les agents pathogénes et engendrent des réponses immunitaires adaptatives.
Les lymphocytes B produisent des anticorps et jouent une rdle prépondérant dans les
infections par les bactéries extracellulaires.
Les lymphocytes T n’interagissent pas directement avec les bactéries mais avec les cellules de
I’héte infecté. lis sont les médiateurs centraux de la protection contre les infections par les
bactéries intracellulaires.



1.3.2.1. Immunité contre les bactéries extracellulaires
Les immunogiobulines sécrétées par les lymphocytes B sont les facteurs essentiels de la
défense spécifique vis-a-vis des bactéries 4 muitiplication extracellulaires. Elles diffusent dans
la lumiére broncho-alvéolaire & partir de la circulation générale (immunité systémique) ou
sont synthétisées localement par les plasmocytes sous-muqueux (immunité locale).
Les IgA sécrétoires, résultant d’une synthese locale, se présentent sous la forme de diméres
d’IgA circulantes associées par une piéce sécrétoire. L’activité principale des IgA est
Pinhibition de I’adhésion des bactéries aux €pithélium de surface.
Les IgG sont surtout présentes dans la partie basse du tractus respiratoire (bronchioles et
alvéoles) a I'inverse des IgA présentes dans la partie haute du tractus. Elles jouent un rdle
majeur dans la défense antibactérienne pulmonaire : agglutination des bactéries, opsonisation
et phagocytose, neutralisation de toxines, fixation du complément et lyse des bactéries.
Les IgE sont détectables en grande quantité uniquement dans les lavages alvéolaires de sujets
allergiques. Elles provoquent la libération d’amines vasoactives.
Les IgM jouent probablement un réle minime dans les défenses pulmonaires en raison de leur
trés faible concentration.

1.3.2.2. Immunité contre les bactéries intracellulaires
Les cellules T sont les médiateurs centraux de la protection contre les infections par les
bactéries intracellulaires. Ces cellules n’interagissent pas directement avec les bactéries, mais
avec les cellules de I’hdte infecté. Les lymphocytes T auxiliaires (TH) sécrétent des cytokines
qui contrdlent les réponses immunitaires et les lymphocytes T cytotoxiques (TC) détruisent les
cellules infectées.
La majorité des lymphocytes T sont regroupés en deux grandes catégories : les cellules CD4+
et les cellules CD8+. Les lymphocytes CD4+ reconnaissent les antigénes dégradés en
fragments peptidiques et présentés par des molécules de classe II du complexe majeur
d’histocompatibilité. Les lymphocytes CD8+ reconnaissent des fragments d’antigénes
endogénes présentés sur des molécules de classe I du complexe majeur dhistocompatibilité.
Les lymphocytes CD4+ peuvent étre sépar€s en deux sous populations Thl et Th2 selon le
profil des cytokines qu’ils produtsent. Les cellules Thl sécrétent, en réponse & I’antigéne dont
elles sont spécifiques, de I'interieukine 2, de I'interféron gamma et du TNF. Elles orientent la
réponse immunitaire vers une réaction a médiation cellulaire dominante et participent aux
réactions de cytotoxicité et d’inflammation locale. Les cellules Th2 sécrétent les interleukines
4,5, 6 et 10. Elles orientent la réponse immunitaire vers une réaction 4 médiation humorale en
stimulant la prolifération des lymphocytes B et la synthése d’anticorps.
Au cours des infections par les bactéries intracellulaires, les activités cellulaires de type Thi
sont prépondérantes.
Les bactéries ingérées sont rapidement détruites par la fusion des lysosomes avec les vacuoles
de phagocytose. Cependant, ’ensemble ou une partie des bactéries peuvent échapper aux
mécanismes de destruction intra-phagocytaire par différents mécanismes (synthése d’enzymes
et de protéines protectrices, évasion du phagosome vers le compartiment cytoplasmique). Ces
mécanismes permettent la survie intracellulaire de la bactérie.

2. Les vaccins actuels



Rappelons que 1’activité d’un vaccin représente la capacité qu’il a de protéger des animaux
vivants en milieu non contaminé (laboratoire) contre des épreuves virulentes (administration
par aérosol ou par voie intra-nasale de souches pathogénes dans le cas de BBS).

L’efficacité se mesure sur le terrain face a une infection naturelle.

L’innocuité est 1’absence de réaction locale ou générale chez I’animal vacciné. Elle comprend
également le risque de contamination et d’infection par 1’agent vaccinal des sujets (animaux
ou humains) en contact avec ’animal vacciné.

Aujourd’hui, essentiellement deux types de vaccins anti-BBS sont disponibles : des vaccins
entiers inactivés et des vaccins vivants atténués.

2.1.  Vaccin entier inactivé chez le chien
Chez le chien, les premiers essais d'immunisation contre BBS avec un vaccin entier inactivé
sont effectués par Mac Candlish et Thompson.
Dans un premier essai, Mac Candlish et Thompson (1978a) vaccinent des chiots en leur
injectant par voie parentérale une préparation de BBAS inactivées par la chaleur puis les
soumettent & un aérosol de BBS virulentes. Malgré des taux d’anticorps circulants élevés, tous
les chiots développent une infection respiratoire.
Dans un second essai, Mac Candlish et Thompson (1978b)} vaccinent six chiots avec un
vaccin tué adjuvé a ’hydroxide d’aluminium puis les soumettent ainsi que les six chiots
témoins 4 un aérosol de BBS virulentes. Les six chiens non vaccinés présentent des
symptomes d’infection respiratoire contre seulement deux chiens vaccinés. De plus, la toux
est moins sévere et rétrocede plus rapidement chez les chiens vaccinés que chez les non
vaccinés. Des prélévement nasaux et pharyngés sont effectués quotidiennement a partir du
jour de I’épreuve virulente jusqu’a la fin de ’expérimentation vingt jours plus tard. Dans le
groupe de chien non vaccinés, BBS est 1solée sur presque tous les échantillons et souvent en
culture riche durant toute la durée de I’expérience. Dans le groupe de chiens vaccinés, BBS est
également isolée durant les vingt jours mais moins fréquemment et les cultures sont moins
riches.
Les taux d’anticorps circulants étant similaires dans les deux essais, les auteurs attribuent
efficacité du vaccin adjuvé a une meilleure stimulation de I'immunité humorale locale et / ou
de I'immunité 4 médiation cellulaire.
Ce vaccin accorde une protection : les symptémes de I'infection sont absents ou diminués et la
clairance bactérienne est plus rapide. Mais cette protection n’est que partielle : le vaccin
n’empéche pas la colonisation des voies respiratoires par la bactérie. Dans certains cas, il ne
prévient pas le développement de I'infection.
Des vaccins entiers inactivés adjuvés sont utilisés actuellement chez le chien, seuls ou
associés 4 une valence parainfluenza virus. Pneumodog ™° (Mérial) est actuellement le seul
vaccin de ce type commercialisé en France. Ces vaccins semblent bien tolérés (Guitton, 1987).
Dans un effectif, ils réduisent de maniére significative I’incidence de la maladie et les chiens
atteints présentent des symptomes moins sévéres. Ils ne préviennent cependant pas le portage.

2.2, Vaccins vivants atténués chez le chien

2.2.1. Généralités
Chez le chien, Shade et Goodnow (1979) réalisent les premiers essais d’immunisation contre
BBS avec un vaccin vivant atténué administré par voie intra-nasale. Ils utilisent la souche
atténuée S-55, isolée a partir des poumons d’un pore atteint de pneumonie et conservée durant
17 ans dans un bouillon a 37°C. La vaccination réduit significativement, par rapport au lot
témoin. I'incidence des signes cliniques chez les chiens vaccinés et soumis 4 une épreuve
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virulente. La clairance bactérienne est également meilleure chez les chiens vaccinés mais ces
derniers restent porteurs de la souche d’épreuve pendant au moins quatre semaines.
Administrée par voie intra-nasale, la souche vaccinale se multiplie au niveau de la muqueuse
respiratoire et provoque une stimulation de I'immunité locale. Dans une expérience similaire,
Bey (1981) observe une corrélation entre le taux d’IgA mesuré dans les sécrétions nasales des
chiens vaccinés et la protection accordée par le vaccin.

Des vaccins vivants atténués contenant la souche S-55 sont utilisés actuellement chez le chien.
Intra-trac 1 NP (Scherring-Plough) est actuellement le seul vaccin de ce type commercialisé en
France. Dans un effectif, ils réduisent significativement I'incidence de la maladie et la sévérité
des symptomes. Ils ne préviennent pas le portage.

2.2.2. Innocuité de la souche vaccinale S-55
Le vaccin vivant atténué souche S-55 semble bien toléré. Le dossier technique du vaccin Intra-
trac 1 mentionne que dans une série d’essais réalisés dans des conditions expérimentales ou
sur le terrain, la vaccination de 1020 chiens a entrainé 5,4% de réactions (toux, éternuements,
jetage clair).
La souche S-55 se multiplie dans le tractus respiratoire des chiens vaccinés. Dans leur essai,
Shade et Goodnow [’isolent systématiquement dans les cavités nasales 7 et 14 jours aprés la
vaccination. Les chiens restent donc porteurs de la souche vaccinale pendant au moins deux
semaines.
La souche S-55 est excrétée par le chien vacciné et contamine les chiens vivants a son contact.
Kontor (1980) a étudié la possibilité d’un retour 2 la virulence de la souche S-55 par passages
successifs de chien a chien. I isole une premiére fois la souche vaccinale chez deux chiens
vaccinés six jours auparavant. [l isole également la souche vaccinale chez un chien non
vaccin€ mais en contact avec les chiens vaccinés. Il vaccine ensuite deux autres chiens avec la
souche isolée précédemment. Il isole a nouveau, six jours plus tard, la souche vaccinale chez
ces chiens mais ne parvient pas a I'isoler pas chez un chien contact. Avec cette souche, il
vaccine deux derniers chiens. Il ne parvient plus & isoler la souche vaccinale chez ces deux
chiens, ni chez un chien contact. Aucun des neuf chiens de ’essai n’a présenté de symptémes
de toux de chenil. Dans cet essai, la souche vaccinale semble perdre son pouvoir infectant
aprés un passage de chien a chien.
La transmission de la souche vaccinale S-55 4 ’homme n’a jusqu’a présent pas €té mise en
évidence, ni directement (isolement de la souche S-55 chez une personne en contact avec un
chien vacciné), ni indirectement (conversion sérologique chez cette personne).
L’innocuité pour I"homme de cette souche vaccinale reste cependant a évaluer.

2.3. Vaccins dans d’autres espéces

2.3.1. Vaccins félins
Peu de publications font €tat de I’utilisation de vaccins félins contre la bordetellose.
Jacobs et al. (1993) décrivent I'utilisation d’un vaccin acellulaire expérimental formé de sous-
unités fimbriales. Ils vaccinent dix chatons avec un vaccin composé d’une suspension de
fimbriae adjuvée. Les chatons sont vaccinés par voie SC i I’dge de quatre et six semaines et
soumis 4 un aérosol de BBS virulentes 4 huit semaines. La protection accordée contre une
épreuve virulente est jugée bonne et la clairance de la souche d’épreuve est meilleure chez les
chatons vaccinés.
Ce vaccin supprime presque complétement les signes cliniques mais n'empéche pas
I'infection des voies respiratoires. Son efficacité sur le terrain, la protection conférée contre
une infection naturelle, n’est pas mentionnée.



2.3.2. Vaccins porcins
Des vaccins entiers inactivés ou atténués ont été utilisés, dés 1970, chez le porc dans la
prévention de la rhinite atrophique. Ces vaccins se sont avérés peu efficaces et ne permettent
pas I’élimination rapide de la bactérie des cavités nasales des animaux infectés (Giles and
Smith, 1983). En fonction de [’évolution des connaissances sur I'éticlogie de la rhinite
atrophique, des vaccins associant BBS et PM sont actuellement utilisés dans certaines
porcheries industrielles. La vaccination des truies confére une relative immunité d’origine
colostrale aux jeunes porcelets (Smith et al., 1982). Cette protection persiste souvent jusqu’au
sevrage. La vaccination n’est qu’un des éléments de lutte contre la bordetellose, elle ne permet
pas a elle seule I’éradication de la maladie. Si elle permet de limiter I’incidence de la rhinite et
des pneumonies chez les porcelets, elle a des effets limités sur le développement de la maladie
chez les porcs a4 I'engraissement et sur la prévalence et la sévérité des lésions de rhinite

atrophique constatées a 1'abattoir.

Conclusion sur les vaccins actuels

Ces vaccins sont bien tolérés et conférent une protection non négligeable. Ils diminuent
sensiblement ['intensité et la durée de la symptomatologie. Ils augmentent la clairance
bactérienne.

Ces vaccins réduisent ou suppriment I’expression clinique de la maladie mais ils n’empéchent
pas le portage.

Aucun vaccin ne prévient complétement I’attachement et les effets toxiques de BBS..

3. Vaccins de seconde génération

3.1. Généralités
BBS a développé des stratégies adaptatives particuliérement sophistiquées. Elle semble
capable de faire varier 1’expression de ses facteurs de virulence afin d’échapper aux défenses
immunitaires et persister chez 1’hote, probablement de maniere intracellulaire, sur une trés
longue période de temps (Gueirard, 1995).
Dans le modéle murin, I'immunité & médiation humorale et I’immunité a médiation cellulaire
sont toutes deux importantes dans la réponse immune a l'infection par BBS. Les anticorps
assurent une destruction rapide des bactéries extracellulaires. La réponse cellulaire facilite
I’élimination du réservoir intracellulaire de bactéries et évite I’installation d’un état de portage
(Gueirard, 1995).
Pour étre efficace. un vaccin doit générer ces deux types de réponse et doit induire une
immunité de longue durée (Gueirard, 1995).
Sa constitution doit également tenir compte de la grande hétérogénéité observée au sein de
’espéce BBS. L’analyse des profils obtenus par ECP (Weber and Guiso, données non
publiées) de 60 souches de BBS révéle une hétérogénéité plus importante que chez BP. Un
polymorphisme important de certaines régions de la PRN a été mis en évidence par
séquengage (Boursaux-Eude and Guiso, 2000).

3.2. Elaboration d’un vaccin acellulzire

[%)
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Les travaux réalisés chez la souris ont permis de caractériser différents facteurs impliqués
dans la virulence de BBS. La connaissance du role pathogéne de ces facteurs dans I’infection
ainsi que leur pouvoir immunogéne devrait permettre la mise au point de vaccins acellulaires.
Des expériences de protection active ont montré que les Fim (Savelkoul, 1992) et la PRN
(Kobish and Novotny, 1990) sont des antigénes protecteurs contre I'infection par BBS dans le
modéle murin. La FHA et le LPS pourraient également avoir un effet protecteur.

Le role essentiel joué par I’ AC-Hly dans I’initiation de I’infection par BBS chez la souris ainsi
que son pouvoir protecteur équivalent & celui du vaccin entier a été mis en évidence (Guiso et
al., 1989). Gueirard (1995) a comparé dans le modele murin la nature des réponses cellulaires
et humorales induites aprés immunisation par la protéine AC-Hly purifiée de BBS a celles
obtenues apres l'infection. L’infection respiratoire par BBS induit une immunité cellulaire
specifique persistante impliquant des lymphocytes CD4+ Thi (ce résultat est en corrélation
avec |'augmentation du nombre de cas d’infections humaines a BBS chez des sujets présentant
une immunodéficience T, notamment les sujets VIH+). Chez la souris vaccinée par le vaccin
entier ou le vaccin acellulaire AC-Hly, la réponse obtenue est de méme nature qu’aprés
'infection, & savoir une faible réponse anticorps spécifique et des réponses cellulaires de type
Thi (la réponse IgA reste a étudier). D aprés Gueirard, les réponses immunes médiées par les
cellules Thl jouent un rdle fondamental dans I’acquisition d’une immunité protectrice contre
Pinfection par BBS et il semble que ce type de réponses soit obtenu avec le vaccin acellulaire
composé d’ AC-Hly. La durée de I’immunité conférée par ce vaccin et I’absence de persistance
de la bactérie restent & évaluer.

La poursuite de ces différents travaux devrait permetire la mise au point d’un vaccin efficace
contre I’infection par BBS chez I'animal.

IX. FACTEURS D EMERGENCE

Depuis une vingtaine d’années, la fréquence des isolements de BBS semble augmenter. De
plus, compte tenu du manque de sensibilité du diagnostic par mise en culture, du peu de
specificité des signes cliniques et de !’existence de porteurs asymptomatiques, il est
vraisemblable que Ia maladie soit sous diagnostiquée et que BBS circule 4 une fréquence trés
supérieure aux quelques cas diagnostiqués chaque année.

Le Centre National de Référence a mené une enquéte sérologique chez des éleveurs de porcs.
L’infection par BBS entraine la synthése d’anticorps anti-AC-Hly, anti-FHA et anti-LPS.
L’infection par BP entraine de plus une synthése d’anticorps dirigés contre la toxine pertussis.
On ne dispose pas pour I’instant d’anticorps spécifiques de BBS mais les facteurs de virulence
de BP présentant une trés forte homologie avec ceux de BBS, il est possible de les utiliser pour
réaliser ’analyse sérologique des patients infectés par BBS. L’enquéte sérologique a montré la
présence quasi constante de taux élevés d’anticorps spécifiques de BBS chez ces éleveurs. Ces
taux élevés d’anticorps sont compatibles avec un portage asymptomatique de BBS (Le
Coustumier ef al., 1995).

Différents facteurs pourraient contribuer a I'émergence de cette zoonose.

1. Facteurs liés 3 I’homme

1.1.  Fragilisation du terrain
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BBS se présente chez 'homme comme un pathogéne opportuniste et atteint principalement
des individus dont I'immunité est défaillante.
Le progrées médical rend possible des survies prolongées chez des patients atteints de
maladies graves et favorise de ce fait I’apparition de maladies nouvelles par fragilisation du
terrain. Le vieillissement des populations entraine une augmentation du nombre de sujets
agés présentant une affection respiratoire chronique ou affaiblis par une maladie intercurrente.
Les situations favorisant le développement d’une infection ou d’une surinfection a BBS se
rencontrent probablement de maniére plus fréquente que par le passé :

- immunosupressions : chimiothérapies anticancéreuses, transplantations d’organes,
atteintes par le virus HIV, hémopathies...

- affections respiratoires chroniques : bronchites chroniques liée au tabagisme,
néoplasies, asthmes graves, séquelles de tuberculose...

1.2.  Antibiothérapie inadaptée
BBS est résistante 4 de nombreux antibiotiques actuellement utilisés. Les antibiotiques
prescrits dans les infections respiratoires et la durée des traitements peuvent, s’ils ne sont pas
adaptés a BBS, modifier la pression de sélection en faveur de ce pathogéne.
BBS pourrait se présenter comme une nouvelle bactérie pathogéne opportuniste a cause de sa
résistance naturelle & certains nouveaux antibiotiques trés fréquemment prescrits comme [es
céphalosporines de troisiéme génération (Philippon et al, 1991). La majorité de ces
céphalosporines, dont les formes orales (céfixime, cefpodoxime), récemment introduites en
pratique pneumologique, sont totalement inactives contre BBS (Corbiéres-Priot, 1996). La
prescription de ces antibiotiques pourrait favoriser le développement d’infections a BBS par
modification de la pression de sélection.
Les macrolides, antibiotiques de référence dans le traitement de la coqueluche (BP), sont peu
actifs contre BBS. D’autres antibiotiques, classiquement prescrits dans les infections broncho-
pulmonaires et ORL sont, du fait de I’existence de résistances acquises, modérément actifs
comme les quinolones ou inconstamment actifs comme les pénicillines (Corbiéres-Priot,
1996). La durée des traitements antibiotiques pourrait également intervenir. 8BS est un germe
qui persiste plus longtemps dans le tractus respiratoire que la plupart des autres pathogénes et
nécessite un traitement de longue durée (trois a cing semaines). Un traitement d’une durée
standard, adapté a une bactérie classique, pourrait favoriser I’apparition d’infections a BBS.

1.3.  Protection croisée avec Bordetella pertussis

Des évaluations épidémiologiques ont récemment mis en évidence une résurgence de la
coqueluche en France (Baron, 1995). Le vaccin coqueluche avait permis de réduire trés
fortement I'incidence de cette maladie. Le protocole comporte une primovaccination a 1’age
de 3-4 mois et un rappel & I’dge de 16-18 mois. Ce vaccin entier est mal toléré chez I’enfant
plus 4gé ainsi que chez I'adulte et ces effets secondaires empéchent des rappels ultérieurs.
Depuis quelques années, faute de rappels naturels (la circulation de BP est réduite) et
vaccinaux (seuls les jeunes enfants sont vaccinés), I'immunité des jeunes aduites a baissé. Ces
derniers font des coqueluches souvent atypiques et difficiles a diagnostiquer. Ils constituent le
réservoir principal de BP et contaminent les nourrissons incomplétement ou non vaccinés et
chez lesquels ia coqueluche est potentiellement mortelle.

L’identification des facteurs de virulence de BP a permis de mettre au point des vaccins
composés de facteurs purifiés. Ces vaccins dits acellulaires entrainent peu d’effets secondaires
et permettront une vaccination de rappel chez les adolescents.

Dans le modéle murin, le vaccin coqueluche entier semble conférer une protection contre BP
mais aussi contre BBS ou BPP. A I'inverse, le vaccin acellulaire composé des facteurs purifiés



de BP ne semble pas protéger contre BBS, ni contre BPP. Malgré une trés forte homologie
entre les espéces de Bordetella et les facteurs qu’elles synthétisent (plus de 95% d’identité
pour certains) il n’y a pas de protection croisée par ces facteurs (Khelef er al., 1993).

Les anticorps spécifiques de I'AC-Hly présents dans le sérum de patients ou de souris
infectées par BP sont essenticllement dingés contre des €pitopes présents uniquement dans la
portion hémolysine C-terminale de la molécule. Cette région est indispensable a I’activité
immunoprotectrice de la molécule AC-Hly (Betsou ef al, 1995b). L’absence de protection
croisée entre 'AC-Hly de BP et de BBS peut s’expliquer par le fait que les différences
observées entre les deux molécules sont portées par cette région C-terminale (Betsou ef al.,
1995a).

Les vaccins coqueluche entiers utilisés jusqu’a présent conféraient probablement une certaine
protection contre les infections & BBS. Les vaccins coqueluche acellulaires n’assurant pas de
protection croisée contre les autres Bordetella, leur utilisation risque, dans les années a venir,
d’entrainer une augmentation des infections a BBS.

2. Facteurs liés i la relation homme / animal

Dans la société occidentale, ’animal de compagnie occupe une place grandissante dans la
cellule familiale. Les liens qui I’unissent a son maitre sont plus étroits que par le passé. Ces
données interviennent probablement dans I’épidémiologie des zoonoses en général et des
infections a BBS en particulier.

Le nombre des nouveaux animaux de compagnie (NAC) est en constante augmentation ces
demniéres années. Les rongeurs et lagomorphes sont particuliérement appréciés par les enfants,
Leur importance dans 1’épidémiologie des infections & BBS reste & évaluer mais certaines
espéces (lapin, cobaye) sont particulicrement sensibles a BBS.

L’importance de la contamination directe ou indirecte (par !’'intermédiaire d’un animal de
compagnie comme le chat) de I’homme par la faune sauvage n’est pas connue.

L’existence d'un réservoir naturel (eau de lac) n'a pas été évalude.

3. Facteurs liés i la modification des techniques d’élevage

L’élevage industriel hors sol crée des conditions de confinement favorables au développement
des bordetelloses animales.

La prévalence de la rhinite atrophique dans les élevages de porcs est élevée et les sérologies
pratiquées chez des éleveurs (cf supra) témoignent d’un contact avec la bactérie. La
prévalence des infections cliniques & BBS chez les éleveurs n’a pas ét¢ évaluée mais il est
probable qu’ils constituent une population particuliérement exposée.




CONCLUSION

BBS est I'agent d’une zoonose qui pourrait prendre de ’ampleur dans les années a venir. Les
données concernant sa prévalence dans les différentes espéces animales sont encore
fragmentaires. La recherche de cette bactérie chez le chien, animal de compagnie le plus
répandu, est une €tape importante dans I’évaluation du risque de transmission de cette maladie
a I’homme.
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

Nous avons isolé et typé BBS chez des chiens mis a la vente dans quatre animaleries. Une
analyse de I'immunité induite dans cette population par les vaccins Pneumodog et Intra-trac |
a été réalisée dans un second temps.

Les prélevements ont été effectués en collaboration avec les Docteurs Vétérinaires Sophie
Lemonier, Jean-Marne Sirieix et Xavier Bastian. Les isolements, analyses et typages ont été
réalisés au Centre National de Référence des Bordetelles a 1'Institut Pasteur sous la direction
du Docteur Nicole Guiso.

L MATERIEL ET METHODES

1. Population étudiée

L’étude porte sur une population de 58 chiens répartis dans quatre points de vente appartenant
a une méme enseigne.

Les indications concernant le sexe, la race, I’dge, les vaccinations, I’état clinigue et les
éventuels traitements sont regroupeées dans les tableaux 8, 9 et 10. Les chiots proviennent en
majorité de chenils d’élevages, directement ou par I'intermédiaire de grossistes. Quelques
chiots sont issus de petits élevages amateurs.

L"architecture et I"infrastructure des quatre magasins sont identiques. Les box contiennent
deux a trois chiots, souvent regroupés en fonction de leur chenil d’origine. Les box ont des
parois en verre et posseédent chacun un systéme d’aération individuel. Un local de quarantaine
est réserveé aux ammaux malades.

Dans chaque magasin, les prélevements ont été effectués sur la totalité de I’effectif.

Deux chats atteints d’une dermatophytie ont ét¢ inclus dans I’étude. Ils étaient hospitalisés
dans le local de quarantaine en contact avec des chiens atteints de toux de chenil mais ne
présentaient aucun signe d’infection respiratoire.

Des prélevements ont également €t€ effectués a |’entrée du conduit d’aération de quatre box.
Une épidémic de toux de chenil sévissait dans les magasins 1 et IV. Les magasins 11 et 11i
présentaient quelques cas isolés de toux de chenil.

2. Technique de prélévement

Le lavage bronchoalvéolaire est la technique de prélévement idéale parce qu’il permet
d’éviter la contamination par la flore saprophyte des voies aériennes supérieures. Dans cette
enquéte, ’écouvillonnage nasal ou pharyngé a été préféré au lavage bronchoalvéolaire parce
que moins invasif et plus facile a mettre en ceuvre dans le cadre d’une étude sur le terrain.
HBS se développant essenticilement sur I’épithélium cilié, nous avons choisi d’effectuer les
préiévements dans les cavités nasales plutot que dans I'oropharynx (a I'exception de queiques
chiens et des deux chats).
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Nous avons utilisé des écouvillons stériles, secs, montés sur une tige métallique souple. Le
diamétre du bouton est d’environ 2 mm. Ces écouvillons sont initialement destinés aux
prélévements urétraux chez 'homme (Consortium de Matériel pour Laboratoire, Nemours,
France. Ecouvillon Tige Métallique Souple (ETMS)). Leur faible diamétre permet un
écouvillonnage d’une profondeur de 2 a4 5 cm méme chez des animaux de petite taille ou des
brachycéphales. La souplesse de la tige limite le risque de blessure dans le cas d’un animal
agité.

Le transport a €té réalisé a température ambiante et la mise en culture effectuée dans un délai
compris entre 2 a 4 heures. BBS est un germe fragile et les préléevement doivent étre mis en
culture le plus rapidement possible. Un délai supérieur a 24 heures impose 1’utilisation d’un
milieu de transport spécifique.

3. Méthodes d’isolement et d’identification

1.’1solement de BBS a partir de produits biologiques provenant des cavités nasales est souvent
rendu difficile par la présence d’une flore associée importante. Dans certaines circonstances,
cette flore peut inhiber la croissance en culture de BBS. Les colonies de BBS se développent
plus lentement que la plupart des autres bactéries et nécessitent un pH alcalin. Lorsque des
bactéries fermentatrices créent des conditions défavorables en acidifiant le milieu de culture,
les colonies de Bordetella sont en nombre réduit, leur morphologie est altérée et leur
identification difficile. L’isolement est particuliérement difficile lorsque les Bordetella sont
présentes en faible quantité dans les voies respiratoires, notamment chez les individus
porteurs sains.

L’utilisation de milieux sélectifs pour BBS permet d’accroitre la sensibilité diagnostique des
cultures. Ces milieux sont caractérisés par un pH bas et contiennent des antibiotiques inhibant
la croissance des bactéries 4 gram positive et des Enterobactéries. Le G20G développé par
Smith et Baskerville (1979) contenant une association de pénicilline, furaltadone et
gentamycine est adapté¢ a 1’isolement de BBS chez le porc. Son utilisation chez le chien était
possible. La pauvreté de ce milieu risquait cependant de favoriser ’isolement de variants de
phase.

Nous avons utilisé la gélose Chocolat-Haemophilus (Biomérieux, France). La sélectivité de
cette gélose permet une bonne inhibition de la flore nasale par I’association de deux
antibiotiques et d’un antifongique :

- la bacitracine et la vancomycine inhibent la plupart des bactéries 4 Gram +
(Streptococcus,  Enterococcus,  Staphylococcus,  Micrococcus,  Bacillus,  Listeria,
Corynebacterium, Clostridium ...)

- Pamphotericine B (Fungizone) inhibe trés fortement les levures.

Les prélévements ont été étalés sur une gélose Chocolat Haemophilus et mis en culture a 36°C
pendant 72 heures.

La gélose Chocolat-Haemophilus ne permettant pas de visualiser le caractére hémolytique des
souches, celles ¢i ont été, dans un second temps, mises en culture sur un milieu de Bordet-
Gengou.

L’identification des caractéres biochimiques a été réalisée 4 1’aide d’une galerie APY 20°
(Biomérieux, France).

4. Mise en culture du vaccin Intra-trac 1
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Un vaccin Intra-trac 1 provenant d’une centrale d'achat vétérinaire a été reconstitué et mis en
culture dans des conditions identiques a celles des prélévements collectés chez les chiens.

5. Recherche des facteurs de virulence

L’expression des facteurs de virulence PRN, FHA et AC-Hly a été recherchée par
immunoempreinte selon la méthode décrite par Gueirard (1993). Les protéines bactériennes
sont séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide puis transferées sur une membrane
de nitrocellulose. Les facteurs de virulence sont mis en évidence par fixation avec des
anticorps spécifiques : anti-PRN, anti-FHA et anti-AC-Hly.

6. Typage par Electrophorése en champ pulsé.

Le typage par ECP a été réalisé selon la méthode décrite par Gueirard (1995).
Les étapes principales sont les suivantes :

- inclusion des bactéries dans un gel d’agarose,

- digestion de 1’ADN chromosomique par les enzymes de restriction Spe I ou Xba L.

- électrophorése par la méthode du CHEF (Contour Clamped Homogeneous Electric
Fields),

- révélation par le bromure d’éthidium et photographie du gel.

7. Discrimination entre les souches sauvages et les souches d’origine
vaccinale

Le vaccin Intra-tracl est un vaccin vivant atténué. Son administration intranasale entraine la
colonisation du tractus respiratoire du chien par la souche vaccinale.

Lorsque BBS est isolée chez un chien, il peut donc s’agir soit d’une souche sauvage, soit d'une
souche vaccinale.

Plusieurs éléments peuvent aider & déterminer I’origine (sauvage ou vaccinale) de la souche
isolée : [’anamneése, 1’état clinique du chien, le typage biochimique et génétique des souches.
Ces éléments ne sont que des éléments d’orientation et ne peuvent séparément permettre
d’affirmer de maniére catégorique 1'ongine des isolats. Pris en compte dans leur ensemble, ils
peuvent cependant donner I’origine la plus probable de chaque isolat.

7.1. Anamnése
Une vaccination récente avec le vaccin Intra-tracl est en faveur d’une origine vaccinale. Un
chien non vacciné peut également avoir été contaminé par un chien vacciné et étre porteur de
la souche vaccinale. L'existence d’une épidémie dans le magasin ou une notion de contact
avec un chien atteint de toux de chenil (provenant du méme chenil d’élevage) sont en faveur
de I’isolement d’une souche sauvage.

7.2. Etat clinique
La présence de symptomes de toux de chenil (TC) est en faveur d'une infection par une
souche sauvage, |'absence de symptome en faveur d’une origine vaccinale. Un chien peut
cependant étre porteur asymptomatique d’une souche sauvage ou présenter des symptomes
suite a une réaction vaccinale.
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7.3. Phénotype
Le phénotype de 1'isolat est comparé avec le phénotype de la souche vaccinale mise en

culture. Cette souche Intra-trac 1 (69) est en phase ! alors que les souches sauvages sont
habituellement en phase Il ou en phase intermédiaire (Guiso, communication personnelle}.

7.4. Electrophorése en champ pulsé
Le profil en ECP de I'isolat est comparé avec celui de la souche vaccinale mise en culture.
Un profil d’électrophorése en champ pulsé ou pulsotype est défini par I'ensemble des
fragments d’ADN d’un isolat obtenus aprés clivage par une enzyme de restriction.
L’utilisation en paralléle de deux enzymes, Spe [ et Xba 1, permet de confirmer ou d’infirmer
les résultats trouvés avec chaque enzyme.
L’ECP est une technique trés discriminante. En théorie, deux isolats présentant des profils
différents devraient étre considérés comme ayant une origine différente. Des événements
génétiques peuvent cependant avoir lieu lors de Ia multiplication bactérienne et entrainer des
différences plus ou moins importantes par rapport au profil initial :
- Dinsertion d’un fragment d’ADN va augmenter la taille d’une des bandes. La
différence entre les deux souches sera alors de deux bandes.
- la délétion d’un fragment & |'intérieur d’une bande va générer une diminution de la
taille de celle-ci. La différence d’un profil contenant ou non cette délétion sera de deux
bandes.
- plus rarement, la mutation d’une base peut créer ou faire disparaitre un site de
restriction. Cet événement va générer trois bandes de différences entre les souches.
Nous avons utilisé quatre classes de profils :
- profils identiques : les isolats ont la méme origine.
- profils proches ou trés peu différents : on observe deux ou trois bandes de différence
(correspondant a un événement génétique). Les isolats ont probablement la méme
origine.
- profils différents : on observe 4 a 6 bandes de différence (correspondant & deux
événements génétiques). Les isolats peuvent avoir une origine différente.
- profils trés différents : six & neuf fragments de restriction ou plus (correspondant & au
moins trois éveénements génétiques). Les isolats n’ont pas la méme origine.

8. Détermination de la dose létale 50 par infection respiratoire dans le
modéle murin (Vaccin Intra trac 1)

Des injection intranasales de 50 pl de dilution croissante (7.106, 7.10" et 7.10* CFU/ml) d’une
suspension de BBS de la souche vaccinale Intra-trac 1 sont réalisées sur trois groupes (1, 2 et
3) de 10 souris Swiss agées de 3 a 4 semaines.

Dans chaque groupe on dénombre les souris décédées sur une période de 30 jours. La dose
létale 50 (DL50) est déterminée en établissant une courbe semi-logarithmique en fonction des
quantités de bactéries utilisées et du nombre de souris décédées.
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Figure 4. Profils en ECP aprés restriction avec Spe 1 (1 mars 2000)

Ligne 1, isolat 4 ; ligne 2, isolat 5H- _ ligne 3, isolat SH- ; ligne 4. 1solat 7 ;. lignes S et 11,
isolat de référence R ; lignes 6. 12 et 16, bactériophage lambda ; ligne 7, isolat 8 ; ligne 8,
1solat 15 : ligne 9. 1solat 17 : ligne 10. 1solat 20 ; ligne 13. 1solat 23 ; lignes 14 et 15, 1solats de
référence 038 ¢t 376.




I RESULTATS

1. Résultat global

I.1. Nombre d’isolats de Bordetella bronchiseptica collectés
BBS a ét¢ 1solée chez 28 des 58 chiens preleves (soit 29 isolats, le chien 5 étant porteur de
deux souches distinctes ) Tableaux 9 et 10).
BBS a également été 1solée a I’entrée du conduit d’aération d’un des box (isolat 56).
La souche 69 résulte de la mise en culture du vaccin Intra-tracl.

1.2.  Phénotype des isolats
En fonction de 'aspect des colonies sur le milieu de Bordet-Gengou (cf Caractéres culturaux)

et de ’expression des facteurs de virulence, nous avons détermine la phase des 1solats :
- 13 isolats sont en phase I: hémolyse et expression des facteurs AC-Hly, FHA et
PRN,
- 17 isolats sont en phase Il : absence d’hémolyse et expression des facteurs FHA et
PRN,
- la souche vaccinale Intra-trac 1 (69) est en phase |.

2. Etude par groupe

Afin de déterminer ['origine vaccinale ou sauvage des isolats nous avont étudi€ dans chaque

groupe
- les relations existant entre [a phase des isolats, {"état climique du chien et son statut
vaccinal,
- les profils en ECP (Figures 4, 5,6, 7 ¢t 8).

2.1, Groupel

Epidémiologie

Une épidémie de toux de chenil sévit dans le magasin depuis plusieurs semaines.

Leschiens |, 2 3,4, 5,13, 20 et 21 sont atteints de TC.

Les chiens 7,15 ont présenté des symptomes de TC les deux semaines précédant le
prélévement mais n’en présentent plus le jour du prélévement.

Les chiens 4 et 5 proviennent d’un méme élevage.

Les chiens 7 et 8 proviennent d’un méme élevage.

Phases

BBS est 1solée chez leschiens 4, 5, 7, 8, 15, 17 et 20.

Lesisolats 4, 5,7, 8, 15, 17 et 20 sont en phase [I.

Deux 1solats sont collectés chez le chien 5 : un isolat en phase I, hémolytique (5H+) sur fe
milieu de Bordet-Gengou et un isolat en phase I, non hémolytique (SH-).

Relation entre la phase de I’isolat et Iétat clinique du chien
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Figure 5. Profils en ECP apres restriction avec Spe [ (14 avril 2000)

Ligne 1. 1solat 4 . higne 2 1solat SH- . ligne 5. 150lat 7 : ligne 4. 1solat 8 - hignes 3. 16 et 22
bacteriophage lambda - ligne 6. isolat 20 : higne 7, isolat 13 : ligne 8. 1solat 17 . ligne 9. 150lat
SH- lignes 10 et 21, vaccin Intra-trac 1 : higne 11 1solat de réference 286 : ligne 12. 1solat
23 < ligne 13.1solat 27 : itgne 14, 1solat 28 ligne 13, isolat 29 . ligne 17 1solat 30 . hgne 18.
isolat 31 : ligne 19, isolat 32  higne 20. 1solat 34




Les isolats en phase Il proviennent de 3 chiens atteints de TC (4, 3, 20), 2 chiens guéris d une
TC (7, 15), un chien (8) asymptomatique mais en contact avec le chien (7) guéri d’une TC et

un chien sain (17).

Relation entre la phase de ’isolat et une vaccination avec Intra-trac 1

L’tsolat en phase [ est collecté chez le chien 5 vacciné avec Intra-trac | sept jours avant le
prélévement.

Les isolats 4, S et 8, en phase II, sont collectés chez des chiens (4, 5 et 8) vaccinés avec Intra-
trac 1 sept a onze jours auparavant, chez un chien (7) vacciné sept semaines auparavant et
chez deux chiens (15 et 16) non vaccinés avec Intra-trac 1.

Comparaison des profils en ECP

Les profils 4, 5H-, 7. 8 et 20 sont identiques ou trés peu différents selon les enzymes de
restriction (série 1).

Les profils de la série 1 sont trés différents du profil vaccinal.

Les profils 15 et 17 (série 2), sont identiques ou trés peu différents selon les enzymes de
restriction. Les profils de la série 2 sont trés différents du profil vaccinal.

Les profils de la série | et de la série 2 sont différents.

Le profil 5 H+ est identique au profil vaccinal.

Conclusion pour le groupe I
D’apres les données cliniques et épidémiologiques, les criteres phénotypiques et les profils en

ECP:
- I’isolat 3H+ semble correspondre a la souche vaccinale,
- les isolats 4, 5H-, 7, 8, 15, 17 et 20 ne semblent pas correspondre la souche

vaccinale,
- les isolats 4, SH-, 7, 8 et 20 semblent correspondre a une méme souche épidémique

(souche 1),

- les isolats 15 et 17 semblent correspondre a une méme souche épidémique (souche
2).
Le fait que les souches 1 et 2 évoluent dans une population de chiens confinés dans un méme
lieu est en faveur d’une identité entre ces souches. Elles ont cependant des profils qui différent
de 4 bandes en Spe [ et 6 bandes en Xba L
On ne peut exclure la possibilité qu’il s’agisse d'une méme souche épidémique. I est possible
que ces deux souches soient des clones issus d’une méme souche et que 1'un des clones ait
subi un ou plusieurs événements génétiques.
L autre possibilité est que ce soient deux souches sauvages ayant des origines différentes et

évoluant de concert dans I'effectif.

2.2. Groupell

Epidémiologie

L’état sanitaire du chenil est excellent.

Le chien 31 est atteint d’une forme bénigne de TC.
Les chiens 27 et 28 proviennent d’un méme élevage.
Les chiens 29 et 30 proviennent d’un méme élevage.
Les chiens 33, 34, 35 proviennent d’un méme élevage.
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Figure 6. Profils en ECP aprés restriction avec Spe 1 (22 mai 2000)

Ligne 1, isolat SH- ; ligne 2, isolat 17 ; ligne 3, isolat 23 ; lignes 4, 10, 16 et 22, bactériophage
lambda ; lignes 5, 11 et 17, vaccin Intra-trac | ; ligne 6, isolat 29 ; ligne 7, isolat 30 : ligne 8,
isolat 31 ; ligne 9, isolat 34 ; ligne 12, isolat 43 ; ligne 13, isolat 44 : ligne 14, isolat 47 ; ligne
15, isolat 48 ; ligne 18, isolat 59 ; ligne 19, isolat 60 ; ligne 20, isolat 61 ; ligne 21, isolat de
référence 286. '



Phases
BBS est isolée chez les chiens 27, 28, 29, 30, 31, 33, 34, 35 et 37.

Les isolats 27, 28, 29, 30, 33, 34, 35 et 37 sont en phase 1.
L’isolat 31 est en phase II.

Relation entre la phase de isolat et I’état clinique du chien
Tous les isolats en phase I (27, 28, 29, 30, 33, 34, 35 et 37) sont collectés

chez des chiens sains.
L isolat 31, en phase II, est collecté chez un chien atteint de TC.

Relation entre la phase de I’isolat et une vaccination avec Intra-trac 1

Les isolats 27, 28, 33, 34, 35 et 37, en phase I, sont collectés chez des chiens ayant été
vaccinés avec Intra-trac 1 sept a quinze jours avant la date du prélevement.

Les isolats 29 et 30, en phase I, sont collectés chez des chiens non vaccinés avec Intra-trac 1.
L’isolat 31, en phase II, est collecté chez un chien non vacciné avec Intra-trac 1.

Comparaison des profils en ECP

Les profils 27, 28, 29, 30, 33 et 34 sont identiques ou trés peu différents, selon les enzymes
de restriction, du profil vaccinal.

Le profil 31 est trés différent du profil vaccinal.

Conclusion pour le groupe I
D’aprés les données cliniques et épidémiologiques, le phénotype des isolats et les profils en
ECP :

- les isolats 27, 28, 29, 30, 33 et 34 semblent correspondre 4 Ia souche vaccinale,

- Iisolat 31 ne semble pas correspondre a la souche vaccinale.

2.3.  Groupelll

Epidémiologie

Le chenil est dans un bon état sanitaire.

Les chiens 43, 47, 53 et 54 sont atteints de formes bénignes de TC.
Les chiens 44, 45 et 46 proviennent d’un méme élevage.

Les chiens 47 et 48 proviennent d'un méme élevage.

Phases

BBS est isolée chez les chiens 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 52, 54 et dans la gaine d’a¢ration
{56).

Les isolats 44, 45, 46 et 49 sont en phase 1.

Les isolats 43, 47, 48, 52, 54 et 56 sont en phase 1.

Relation entre Ia phase de I’isolat et I’¢tat clinique du chien

Tous les isolats en phase I sont collectés chez des chiens sains.

Les isolats 43, 47 et 54, en phase 11, sont collectés chez des chiens atteints de TC.

L’isolat 48, en phase II, est collecté chez un chien sain mais qui vient du méme élevage que le
chien 47 atteint de TC.

L’isolat 52, en phase II, est coliecté chez un chien sain.
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Figure 7. Profils en ECP aprés restriction avec Xba | (7 mars 2000)

Ligne 1, isolat 4 ; ligne 2, isolat 5H+ : ligne 3, isolat 5H- ; ligne 4, isolat 7 ; lignes S et 11,
isolat de référence R : lignes 6, 12 et 17, bactériophage lambda : ligne 7. 1solat 8 ; ligne 8,
isolat 15 ; ligne 9, isolat 17 ; ligne 10, isolat 20 ; ligne 13, isolat 23 ; lignes 14. 15 et 16,
isolats de référence 038, 376 et Lord.




Relation entre la phase de I’isolat et une vaccination avec Intra-trac 1.

Les isolats 44, 45, 46 et 49, en phase [, sont collectés chez des chiens ayant ét€ vaccinés avec
Intra-trac 1 sept a quatorze jours avant la date du prélévement.

Les isolats 43, 52 et 54, en phase II, sont collectés chez des chiens ayant ét¢ vaccinés avec
Intra-trac | respectivement deux, cing et une semaines avant la date du prélevement.

Les isolats 47 et 48, en phase II, sont collectés chez des chiens non vaccings avec Intra-trac 1.

Comparaison des profils en ECP

Le profil 44 est identique ou trés peu différent, selon la restriction, du profil vaccinal.
Les profils 47 et 48 sont identiques.

Le profil 43 est trés peu différent des profils 47 et 48.

Les profils 43, 47 et 48 sont trés différents du profil vaccinal.

Conclusion pour le groupe HI
D’aprés les données cliniques et épidémiologique, le phénotype des isolats et les profils en
ECP:

- I’isolat 44 semble correspondre 2 la souche vaccinale,

- les isolats 43, 47 et 48 ne semblent pas correspondre a la souche vaccinale,

- Jes isolats 47 et 48 semblent correspondre 4 une méme souche épidémique (chiens
1ssus du méme chenil).
Le profil 43 est trés proche (1 bande avec Spe | et 2 bandes avec Xba I) des profils 47 et 48 et
les données épidémiologigues sont en faveur d’une identité entre les 3 souches.
Il est probable que I'isolat 43 soit un clone issu de la souche 47 ou 48 ayant subi un
événement génétique.
I1 est possible que les chiens 47 et 48 aient été contaminés dans leur chenil d’origine et que le
chien 43, oniginaire d’un chenil différent, ait ét¢ contaminé dans I’animalerie par le chien 47
ou le chien 48.

24. GroupelV

Epidémiologie

La toux de chenil est présente de maniére endémique dans le magasin.
Les chiens 57, 58, 59, 60, 61 et 62 sont atteints de TC.

Les chiens 59 et 60 proviennent du méme élevage.

Phases
BBS est isolée chez les chiens 59, 60 et 61.
Les isolats sont en phase IL

Relation entre la phase de I’isolat et ’état clinique du chien.
Les isolats en phases 11 sont collectés chez des chiens atteints de TC.

Relation entre Ia phase de ’isolat et une vaccination avec Intra-trac 1.
Les isolats en phase !1 sont collectés sur des chiens non vaccinés avec Intra-trac 1.
Le chien 57 a été vacciné avec Intra-trac 1 mais la vaccination remonte a plus de trois mois.

BAS n’a pas ét€é isolée chez ce chien.

44




12 345678 9101112131415161718192021 2223

- _a;._ms‘aaé‘-tzﬁg o

.

Figure 8. Profils en ECP aprés restriction avec Xba 1 (11 mai 2000)

Lignes 1. 7, 13 et 19, bactériophage lambda : ligne 2, isolat de référence 286 ligne 3. isolat
61 . Iigne 4. isolat 60 : ligne 5, isolat 59 ; lignes 6, 12 et 18, vaccin Intra-trac | ligne 8, isolat
48 : ligne 9, isolat 47 : ligne 10, isolat 44 : ligne 11, isolat 43 higne 14, isolat 34 ; ligne 15,
isolat 31 ; ligne 16, isolat 30 ; ligne 17, isolat 29 ; ligne 20, isolat 23 : ligne 21, isolat 17 ;
ligne 22, isolat 5H- : ligne 23, isolat SH-.




Comparaison des profils en ECP
Les profils des isolats 59, 60 et 61 sont identiques.
Ces profils sont trés différents du profil vaccinal.

Conclusion groupe IV

D’aprés les données cliniques et épidémiologiques, le phénotype des isolats et les
profils en ECP :

- les isolats 59, 60 et 61 ne semblent pas correspondre a la souche vaccinale.

- les isolats 59, 60 et 61 semblent correspondre a une méme souche épidémique.

Conclusion portant sur I'effectif total
D’apres les données cliniques, épidémiologiques et les profils en ECP :

- les isolats en phase I semblent tous correspondre & une souche vaccinale,

- les isolats en phase II semblent tous correspondre a des souches sauvages différentes
de la souche vaccinale.

Pour des raisons pratiques, les profils en ECP n’ont pas pu étre réalisés sur les isolats 35, 37,
45, 46, 49, 52, 54 et 56.

Les isolats 35, 37, 45, 46 et 49 sont en phase I, ils proviennent de chiens sains et
vaccinés récemment avec Intra-trac 1. 1l est trés probable que ces isolats correspondent a la
souche vaccinale et nous les consideérerons comme tels dans la suite de 'étude.

L’isolat 52 est en phase II, provient d'un chien sain et vacciné mais la vaccination
remonte a plus de 4 semaines. L origine vaccinale est peu problable, méme s’il n’est pas
possible de I'éliminer complétement, en I"absence d"ECP.

[’isolat 54 est en phase II et provient d’un chien atteint de TC mais ce chien a été
vacciné la semaine précédente. L origine vaccinale est improbable mais ne peut étre exclue en
P’absence d’ECP.

L’isolat 56 est en phase Il et provient du conduit d’aération de la cage hébergeant le
chien 43 atteint de TC et porteur d’une souche non vaccinale. Ces éléments sont plutt en
faveur d'une origine non vaccinale.

3. Données concernant la virulence du vaccin Intra-trac 1 mis en culture

3.1. Phase
Sur le milieu de Bordet Gengou, la souche vaccinale (69) est en phase I. Elle posséde un

caractére hémolytique.

3.2. Expression des facteurs de virulence
La souche vaccinale (69) exprime les trois facteurs de virulence : AC-Hly, FHA et PRN.

3.3. Détermination de la DL50 par infection respiratoire dans le modéle

murin
Trente jours apres |'infection par la souche vaccinale (69):

- les 10 souris du groupe 1 (7.]06 CFU/ml) sont vivantes,

- les 10 souris du groupe 2 (7.10° CFU/ml) sont vivantes,

- les 10 souns du groupe 3 (7.10* CFU/ml) sont décédées.
D’aprés la courbe semilogarithmique établie en fonction des quantités de bactéries utilisées
(CFU/mI) et du nombre de souris décédées, la DL 50 par infection respiratoire dans le modéle
murin du vaccin Intra-trac 1 est égale a 2.10% CFU/mI (Figure 9).
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.  DISCUSSION

1. Taux d’isolement de Bordetella bronchiseptica

Nous n’avons retenu que les souches différentes de la souche vaccinale.
Nombre total de chien : 58.

Nombre de chiens chez lesquels BBS Il est 1solée : 16.

BBS est 1solée dans une conduite d’aération.

Nombre de chiens atteints de TC : 19.

Nombre de chiens atteints de TC et chez lesquels 8BS 1 est isolée : 10.
Nombre de chiens atteints de TC et chez lesquels BBS Il n’est pas isolée : 9.
Nombre de chiens guéris d’une TC : 3.

Nombre de chiens apparemment sains chez lesquels BBS Il est isolée : 6.

1.1. Isolement de BBS chez les chiens atteints de toux de chenil
BBS est 1solée chez 10 des 19 chiens présentant des signes cliniques de TC soit chez 52% des
malades.
Chez 9 chiens atteints de TC, BBS n’est pas 1solée. Il est possible que ces chiens ne soient
pas infectés par BBS et que I’agent pathogene soit une bactérie différente de BBS ou un virus.
Dans une collectivité, la probabilité pour que I’agent pathogéne a I’origine d’une TC soit BBS
est cependant forte. i pourrait donc s’agir de chiens infectés par BBS chez lesquels les
techniques de prélévement et de cuiture n’ont pas permis I’isolement de la bactérie.
Dans I’hypothése ou tous les chiens atteints de TC étaient infectés par BBS, 1a sensibilité du
diagnostic par mise en culture ne serait que de 52 %. En d’autre termes, il est probabie qu’un
chien infecté sur deux échappe au diagnostic par culture. Ce taux d’isolement se rapproche
des taux d’isolement de BF obtenus chez I"homme. En milieu hospitalier, lorsque la mise en
culture est réalisée immédiatement aprés le prélévement, les taux d’isolement de BP peuvent
atteindre 70 %.
Plusieurs éléments conditionnent I’obtention d’un taux d’isolement élevé.

- La technique de prélévement: BBS étant localisée sur ’épithélium cilié, il est
préférable d’effectuer I’écouvillonage dans les cavités nasales plutét qu’au niveau pharyngé.

- Une mise en culture rapide, dans les heures qui suivent I’écouvillonnage, est
souhaitable. Chez I’homme, les pourcentages d’isolement de BF sont de 70 % lorsgue la mise
en cuiture est immédiate et 50 % apres un délai de deux heures.

- L’utilisation d’un milieu spécifique augmente considérablement la sensibilité de Ia
Cuiture.

- Prélever en début d’évolution de la maladie. En médecine humaine, les pourcentages
d’1solement de BP sont de 70 % la premiére semaine, 20 % la deuxiéme semaine puis chutent
trés rapidement. La probabilité d’isoler B8S est faible sur des toux de chenil en fin
d’évolution ou chromques. Cela pourrait étre le cas pour le chien 2 qui était en voie de
guérison et pour le chien 57 qui présentait des symptomes depuis quatre mois.

1.2.  Isolement de Bordetella bronchiseptica chez les chiens ne présentant
aucun symptome de toux de chenil
BBS est isolée chez 6 chiens qui ne présentent pas de signes cliniques de TC.
Il peut s’agir :



- de chiens guéris d’une TC et qui restent porteurs de la bactérie (chien 7 et 15),
- de chiens contaminés par BBS et qui sont en phase d’incubation ou qui resteront

asymptomatiques.
Dans tous les cas, ces chiens peuvent transmettre la bactérie. Ce sont des réservoirs dont

I"importance épidémiologique est majeure.
Le taux d’isolement de BBS chez les porteurs sains est probablement inférieur au taux
d’isolement chez les chiens atteints de TC. Le nombre de porteurs sains pourrait étre sous

estimé.

1.3. Isolement de Bordetella bronchiseptica dans le conduit de

ventilation
L’isolement de la bactérie a l'entrée de la gaine d’aération confirme les données

bibliographiques sur la capacité de survie de BBS dans le milieu extérieur. I.’environnement
doit étre considéré comme un réservoir potentiel de la bactérie.

2. Analyse préliminaire de I'immunité induite par les vaccins Pneumodog et
Intra-trac 1

2,1.  Vaccin Pneumodog

Le vaccin Pneumodog induit une immunité envers BBS et le virus parainfluenza canin, les
deux agents majeurs de la toux de chenil.
Nous avons analysé, dans la population des chiens prélevés, la protection conférée par ce
vaccin contre :

- la toux de chenil,

- Pinfection par BBS,

- le portage asymptomatique de BBS.
17 chiens é€taient vaccinés avec le vaccin Pneumodog selon le protocole préconisé par le
fabricant : 1, 3, 10, 12, 16, 17, 19, 24, 31, 36, 37, 49, 50, 53, 54, 58, 64.
Les chiens 2, 13, 15, 18, 20, 21, 29, 30, 33, 34, 35, 60, 61, 62 et 66 n’avaient recu qu'une
seule injection de primovaccination et n’ont pas été inclus dans |’étude.

2.1.1. Protection contre la toux de chenil

6 chiens vaccinés avec le vaccin Pneumodog présentent des symptomes de TC au moment du
prélévement : 1, 3, 31, 53, 54, 58.
Les symptémes cliniques sont de gravité variable :

- chien | : fiévre, anorexie, dyspnée, toux,

- chien 3, 31 et 58 : toux fréquente, rhinite, dyspnée,

- chien 31 : toux fréquente, rhinite,

- chiens 53 et 54 : toux peu fréquente, rhinite.
Les chiens 53 et 54 étaient vaccinés avec le vaccin Intra-trac 1 et le vaccin Pneumodog. Ils

présentent des symptodmes moins marqués que les quatre autres chiens.

2.1.2. Protection contre I’'infection par Bordetella bronchiseptica
BBS est isolée chez deux chiens (31, 54) vaccinés avec le vaccin Pneumodog et qui présentent
des symptdmes de TC.

2.1.3. Protection contre le portage asymptomatique de Bordetella
bronchiseptica
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BBS est isolée chez 5 chiens, vaccinés avec le vaccin Pneumodog, qui ne présentent pas de
symptome de TC. Le chien 17 est porteur d’une souche sauvage et les chiens 27, 28, 37, 49
sont porteurs d’une souche vaccinale Intra-trac 1. Ces chiens pourraient (1'état clinique n’a été
évalué qu’au moment du prélévement) étre des porteurs sains.

2.2. Vaccin Intra-trac 1

Le vaccin Intra-trac | induit une immunité contre BBS. C’est un vaccin vivant atténué
administré par voie intranasale. Il est constitué d’une souche vivante de BBS, la souche S-55.
26 chiens €taient vaccinés avec le vaccin Intra-trac 1 selon le protocole préconisé par le
fabricant : 4, 5,7, 8, 9, 11, 27, 28, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 43, 44, 45, 46, 49, 51, 52, 53, 54,
55, 57. Certains, parmi ces chiens avaient été vaccinés deux fois : 27, 28, 32.

2.2.1. Protection contre la toux de chenil

6 chiens vaccinés avec le vaccin Intra-trac 1 présentent des symptémes de TC au moment du
prélévement : 4, 5, 43, 53, 54, 57. Le chien 7, vacciné avec le vaccin Intra-trac 1, avait
présenté des symptomes graves de TC durant les 4 semaines précédant la date du prélévement.
Les symptomes cliniques sont de gravité variable :

- chien 7 : fiévre, anorexie, dyspnée, toux,

- chiens 4, 5 et 57 : toux fréquente, dyspnée,

- chiens 43, 53 et 54 : toux peu fréquente, rhinite.

2.2.2. Protection contre I’infection par Bordetellia bronchiseptica
BBS est isolée chez cing chiens (4, 5, 7, 43, 54) vaccinés avec le vaccin Intra-trac 1 et qui
présentent des symptémes de TC. Chez le chien 5 deux souches différentes sont isolées : une
souche sauvage (BBS 1) et une souche vaccinale (BBSI).

2.2.3. Protection contre le portage asymptomatique de Bordetella

bronchiseptica
BBS est isolée chez deux chiens (8, 52), vaccinés avec le vaccin Intra-trac 1, qui ne présentent
pas de symptome de TC. Les isolats sont différents de la souche vaccinale. Ces chiens
pourraient (I’état clinique n’a ét€ évalué qu’au moment du prélévement) étre des porteurs

sains.

2.3.  Association des vaccins Pneumodog et Intra-tracl
5 chiens (36, 37, 49, 33, 54) étaient vaccings avec les deux vaccins, Pneumodog et Intra

trac |.

2.3.1. Protection contre Ia toux de chenil
Deux de ces chiens (53, 54) présentent des symptomes de TC.

2.3.2. Protection contre I'infection par Bordetella bronchiseptica
BBS est isolée chez le chien 54 qui présente des symptomes de TC.

2.3.3. Protection contre le portage asymptomatique de Bordetella

bronchiseptica
Aucun porteur sain de BBS n’a été retrouvé chez les chiens vaccinés avec les deux vaceins.
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Tableau 11. Isolement de la souche vaccinale Intra-trac | et intervalle entre la vaccination et
le prélévement

chiens | Intervalle vaccination-prélévement Isolement de la souche vaccinale (BBS )
4 1 semaine négatif
5 | semaine positif
7 7.5 semaines négatif
8 11 jours négatif
9 | semaine négatif
11 6 semaines négatif
27 2 vaccins : 7 semaines - 8 jours positif
28 2 vaccins : 7 semaines ~ 8 jours positif
32 2 vaccins : 6 semaines — 3 semaines négatif
33 1 semaine positif
34 ] semaine positif
35 1 semaine positif
36 1 semaine négatif
37 1 semaine positif
38 5.5 semaines négatif
43 2 semaines négatif
44 1 semaine positif
45 1 semaine positif
46 |1 semaine positif
49 2 semaines positif
51 2 semaines négatif
52 5 semaine négatif
53 1 semaine négatif
54 1 semaine négatif
55 1 semaine négatif
57 16 semaines négatif




Conclusion
Dans cet effectif, des chiens vaccinés avec le vaccin Pneumodog ou le vaccin Intra-trac 1

présentent des symptdomes de TC et/ ou sont porteurs de BBS.

3. Données concernant I’innocuité du vaccin Intra-trac 1

3.1.  Réactions vaccinales
Les chiens 33, 34, 35, 44, 45 et 46 présentent une trés légére rhinite séreuse.
- 1is avaient ét€ vaccinés avec le vaccin Intra-trac I une semaine avant le prélévement,
- la souche vaccinale est isolée chez ces chiens,
- aucune souche sauvage n’est isolée chez ces chiens.
Compte tenu de ces éléments, les symptdmes mineurs observés pourraient étre des réactions
vaccinales. Le vaccin Intra-tracl semble cependant étre bien toléré dans cet effectif.

3.2. Persistance de la souche vaccinale dans les cavités nasales des
chiens vaccinés avec Intra-trac 1

Une approximation de la persistance de la souche vaccinale peut étre faite par le laps de
temps durant lequel 1l est possible d’isoler BBS dans les cavités nasales suite a la vaccination.
La souche vaccinale est isoiée chez 13 des 26 chiens vaccinés avec le vaccin Intra-trac 1.
Le tableau 11 donne, pour chacun des 26 chiens, I"isolement de la souche vaccinale (positif
ou négatif) et 'intervalle entre la vaccination et le prélévement.
Synthese des résultats :

- intervalle égal a 1 semaine : 10 positifs, 6 négatifs,

- intervalle égal a4 11 jours : 1 négatif,

- intervalle égal a 2 semaines : 1 positif et 2 négatifs,

- intervalle égal a 3 semaines : 1 négatif,

- intervalle compris entre 5 et 16 semaines : 3 négatifs.
Dans cet effectif, le taux d’isolement de la souche vaccinale est maximal a une semaine, trés
réduit a deux semaines et nul A partir de trois semaines.
La souche vaccinale sembie ne persister qu’une a deux semaines dans les cavités nasales.
Compte tenu de la faible sensibilit¢ du diagnostic par culture, il est cependant possible que
pass¢ ce délal, les chiens soient encore porteurs de la bactérie, peut étre de maniére
intracellulaire. Des prélévements par brossage cellulaire et un diagnostic par PCR
permettraient peut étre une meilleure approximation de la durée du portage vaccinal.

3.3. Passage de la souche vaccinale de chien i chien
La souche vaccinale est isolée chez les chiens 29 et 30, non vaccinés avec le vaccin Intra-trac
L.
Ces deux chiens pourraient s’étre contaminés au contact de chiens vaccinés. Une vaccination
occulte pratiquée par I’éleveur et non signalée sur le carnet de vaccination est également
possible quoique moins probable.
La souche vaccinale pourrait donc circuler dans une poputation par passage de chien & chien.
Cela confirmerait les données du laboratoire qui commercialise le vaccin.

3.4. Caractére hémolytique et expression des facteurs de virulence
La souche 69 résultant de la mise en culture du vaccin Intra-trac 1 est en phase I
(hémolytique) sur le milieu de Bordet-Gengou. L’expression des facteurs de virulence AC-
Hly, FHA et PRN de cette souche est confirmée par immunoempreinte.
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Toutes les souches vaccinales isolées chez les chiens de 1’étude sont en phase 1.
L’expression des facteurs de virulence AC-Hly, FHA et PRN est confirmée par
immunoempreinte chez la souche vaccinale isolée chez le chien 5.

3.5. DLS50 par infection respiratoire chez Ia souris
La DL 50 (2.10 ® CFU/ml) est élevée. Les DL50 des isolats cliniques de BBS sont cependant
trés variables. Gueirard ef al. (1993) ont déterminé, sur 10 souches virulentes de BBS, des
DL50 variant de 5.10° 2 1.10° CFU/ml.
[>’autre part, nous ne pouvons pas comparer avec la souche parentale, ne connaissant pas sa
DL50.
En conclusion, la DL50 que nous avons déterminé ne permet pas de dire si la souche Intra-trac
I est atténuée.

3.6.  Stabilité de la souche vaccinale

BBS est une bactérie relativement instable en culture. Les souches initialement en phase I
perdent rapidement leurs caractéres de virulence et passent en phase intermédiaire ou en phase
IV avirulente.
La souche vaccinale 5-55 parait remarquablement stable, en phase I :

- cultivée a partir du vaccin, elle est en phase [,

- 1solée chez les chiens vaccinés, elle est en phase 1. Par comparaison, toutes les
souches sauvages isolées sont en phase II.
Dans notre €tude, les pulsotypes des souches vaccinales isolées chez les chiens sont identiques
au pulsotype de la souche vaccinale cultivée. Il serait nécessaire de mener une étude sur une
population plus importante de chiens vaccinés. L’origine vaccinale des isolats peut étre établi
par typage apres restriction avec I’enzyme Spe I. Dans un second temps, le typage aprés
restriction avec 'enzyme Xba I (générant un nombre plus élevé de fragments donc plus
discriminante) permet d’étudier la stabilité des souches. Si les pulsotypes sont identiques en
Spe [ mais différent en Xba I, cela signifie que les souches ont muté.
La présence dans le géndme de BBS de séquences d’insertion favorise 1’établissement de
recombinaisons génétiques. On ne peut exclure la possibilité d’une réversion de la virulence a
la faveur d’un ou de plusieurs événements génétiques.

Conclusion :
L’innocuité pour I’homme du vaccin Intra-trac 1 reste a établir. Les connaissances sur BBS ont

évolué depuis la mise au point de ce vaccin et le caractére zoonotique de cette bactérie a été
formellement démontré. La souche Intra-trac | est certes atténuée mais posséde les trois
facteurs de virulence les plus importants. Les bases bactériologiques et biochimiques de
I’atténuation de la virulence ne sont pas connues,

4. Persistance de Bordetella bronchiseptica chez les chiens infectés

Une persistance de BBS sur une durée supérieure a deux ans a été démontrée chez la patiente
de 79 ans infectée par ses lapins. Il est possible que la bactérie persiste d’une fagon
comparable chez le chien mais cela n’a, pour I’instant, pas ét¢ démontré. Une telle persistance
permettrait cependant d’expliquer les infections respiratoires récurrentes chez certains chiens.
Les chiots s’infecteraient principalement dans les chenils d’élevage ou chez les grossistes,
resteraient porteurs asymptomatiques de BBS et rechuteraient lors de stress (arrivée a
I’animalerie, achat par le propriétaire). Le fait que les souches pathogénes collectées dans
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cette étude soient toutes en phase I pourrait signifier que la bactérie était présente chez les
chiots depuis une assez longue période.

Une enquéte téléphonique a ¢t¢ menée auprés des acheteurs des chiens de cette étude, en leur
demandant de préciser :

- I’état clinique du chien le jour de ’achat et les semaines suivantes,

- la contamination éventuelle d'un sujet en contact {chien, chat, autre animal ou
membre de la famille).
Les résultats de I'enquéte sont regroupés dans les tableaux 12 et 13,
Les chiens 3, 4 (BBS+), 43 (BBS+) et 57, atteints de TC le jour du prélévement, présentaient
encore des symptdmes le jour de ’achat. La TC a rétrocédé en une semaine chez les chiens 3,
4 et 43. Le chien 57, atteint d’une forme chronique évoluant depuis quatre mots, a continué a
tousser pendant deux semaines.
Les chiens 18, 19, 49 et 63 atteints de TC le jour de I’achat, ont guéri en une semaine.
Le chien de la maison a déclaré une TC quelques jours aprés I’arrivée du chiot 63.
Les chiens 34, 38, 44, 52 (BBS+) et 64, sains le jour du prélévement et le jour de I’achat, ont
déclaré une TC dans les jours suivant leur acquisition. :

Le suivi sur un long terme par des prélévements réguliers des chiens chez lesquels nous avons

isolé BBS permettrait de preciser la persistance de la bactérie et d’étudier I'évolution de ses
facteurs de virulence.
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CONCLUSIONS

L’étude réalisée montre que :
- le prélévement par écouvillonnage nasal permet d’isoler BBS chez le chien,
- une forte proportion de chiens dans ces quatre animaleries est contaminée par BBS,
- certains chiens sont porteurs de la souche vaccinale Intra-trac 1.

Un écouvillonnage nasal plutdt que pharyngé, une mise en culture rapide et I'utilisation d’un
milieu spécifique augmentent considérablement la sensibilité du diagnostic. Dans cette étude,
BBS a été isolée chez 52 % des chiens malades.

Cependant, méme dans des conditions de prélévement et d’isolement optimales, il est
probable qu’un nombre important de chiens infectés par BBS échappe au diagnostic par
culture.

Dans notre effectif, BBS a été isolée chez 10 % de chiens ne présentant aucun symptome de
TC au moment du prélevement. Ces chiens pourraient étre des porteurs sains. Compte tenu de
lz faible sensibilité du diagnostic par culture, le nombre de porteurs sains pourrait étre plus
élevé.

Le typage par ECP offre une bonne discrimination des isolats.
Cette technique nous a permis :

- de confirmer ou d’infirmer |’ origine vaccinale de I'isolat,

- de regrouper les souches pathogeénes dont les pulsotypes étaient identiques et de
constituer des groupes épidémiques.

Dans la population étudiée, une forte proportion (30 %) de chiens vaccinés avec le vaccin
Pneumodog ou le vaccin Inta-trac 1 présentait des symptémes de TC et BBS a été isolée chez
la moitié de ces chiens. BBS a également été isolée chez des chiens apparemment sains
vaccinés avec I’un ou Pautre vaccin. Il semble que I'immunité induite par les vaccins ne soit
que partielle et qu’ils ne préviennent pas le portage de la bactérie.

La souche vaccinale a été isolée chez une forte proportion de chiens vaccinés récemment avec
le vaccin Intra-trac 1 ainsi que chez des chiens non vaccinés vivant a leur contact. Le vaccin
persiste dans les cavités nasales pendant au moins deux semaines et se répand par passage de
chien a chien.

La souche vaccinale est en phase I et posséde les trois facteurs de virulence les plus
importants.

Les bases bactériologiques et biochimiques de ’atténuation de la virulence ainsi que la
stabilité de la souche ne sont pas connues. La fluidité génomique de BBS pourrait entrainer
une réversion de la virulence.

D’aprés ces données il n’est pas possible d’exclure une contamination humaine par une
souche vaccinale atténuée. L’innocuité pour ’homme du vaccin Intra-trac 1 reste & établir.

Enfin, "hypothése d'une persistance de BBS sur de longues périodes chez le chien doit ére
explorée.
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PERSPECTIVES

L’infection a BBS chez I’homme est une zoonose rare mais probablement sous diagnostiquée.
La prévalence de cette maladie est vraisemblablement trés supérieure a ce que laissent penser
les quelques cas d’infection diagnostiqués.

Le nombre croissant d’individus immunodéprimeés, I’absence de protection croisée des futurs
vaccins coqueluche acellulaires, une modification de la pression de sélection par les
antibiotiques pourraient contribuer a I'émergence de cette zoonose dans les années 2 venir.

Malgré les avancées réalis€es, les connaissances sur cefte bactérie sont encore fragmentaires.
Les recherches en cours devraient permettre de caractériser d’autres facteurs de virulence et
d’autres systémes de régulation de cette virulence. Plusieurs arguments suggérent une
persistance intracellulaire de BBS. Cette hypothése doit étre confirmée in vivo.

La mise au point d’un vaccin induisant une immunité accrue semble nécessaire. La nature de
ce vaccin (entier ou acellulaire) et sa voie d’administration (parentérale ou intranasale) restent
a déterminer. Dans I’hypothése d’un vaccin vivant, le caractére zoonotique de BBS devra étre
pris en compte.

Il est important de développer de nouveaux outils de diagnostic. Une PCR spécifique de BBS,
adaptée a I’animal, permettrait un diagnostic plus rapide, spécifique et sensible que la culture.
Elle serait notamment indiquée dans le dépistage des porteurs sains. La mise au point d’une
sérologie utilisant des antigénes spécifiques de BBS trouverait son application principale en
épidémiologie.

Enfin, il est essentiel de mettre en place des réseaux d’épidémiosurveillance avec des
méthodes diagnostiques standardisées et un typage des souches. Ces réseaux devraient
permetire de déterminer la prévalence de BBS dans les populations, animales et humaines, et
de préciser les modalités de transmission de cette zoonose.

En effet, si importance des infections a BBS est établie chez le chien et le porc, elle est
inconnue dans d’autres espéces réputées moins sensibles (chat, cheval, NAC) ainsi que dans la
faune sauvage. Le typage permettrait de suivre la circulation et la variation des souches.

Dans la population humaine, certaines personnes, de par leur profession (vétérinaires,
éleveurs, animaliers) ou du fait d’un statut immunologique particulier (trés jeunes enfants,
personnes 4gées, individus immunodéprimés), sont probablement plus exposées que les
autres. Les vétérinaires praticiens, sensibilisés au risque zoonotigue, pourraient constituer un
premier sujet d’étude épidémioclogique de cette maladie.

La transmission de BBS de I’animal a ’homme n’a, pour I’instant, été démontrée que dans
deux cas : une patiente infectée par son lapin et une autre patiente contaminée par son chien.
Lors d’infection humaine a BBS, I’origine zoonotique devrait étre systématiquement explorée
par des prélévements sur les animaux présents dans I'entourage du malade et la recherche
d’une identité entre les isolats humains et animaux par le typage en ECP.

L’étude épidémiologique de cette zoonose requiert une étroite collaboration entre médecins et

vétérinaires.,
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CONCLUSION

L’infection & BHS chez 'homme est une zoonose rare mais probablement sous diagnostiquée. La prévalence de
cette maladie est vraisemblablement trés supérieure & ce que laissent penser les quelques cas d'infection
diagnostiqués.

Le nombre croissant d'individus immunodéprimés, |"absence de protection croisée des futurs vaccins coquetuche
acellulaires, une modification de la pression de sélection par les antibiotiques pourraient contribuer a
I"émergence de cette zoonose dans ies années a venir.

Malgre les avancées realisées, les connaissances sur cette bacterie sont encore fragmentaires. Les recherches en
cours devratent permettre de caractériser dautres facteurs de virulence et d’autres systemes de regulation de
cette virulence. Plusieurs arguments suggérent une persistance intracellulaire de BBS. Cette hypothése doit étre
confirmée in vivo,

[.a mise au point d un vaccin induisant une immunité accrue semble nécessaire La nature de ce vaccin (entier ou
acellulaire) et sa voie d’administration (parentérale ou intranasale) restent a déterminer. Dans 1 hypothese d'un
vaccin vivant, le caractére zoonotique de 585 devra étre pris en compte.

1i est important de développer de nouveaux ounils de diagnostic. Une PCR spécifique de BBS, adapiée a I"animal,
permettrait un diagnostic plus rapide, spécifique et sensible que la culture Elle serait notamment indiquée dans
le depistage des porieurs sains. La mise au pomnt d'une serologie utilisant des antigenes spécifiques de BBS
trouverait son application principale en épidémiologie

Enfin, il est essenuel de mettre en place des réseaux d’épidémiosurveillance avec des méthodes diagnostiques
standardisées et un typage des souches. Ces reseaux devraient permetire de determuner la prévalence de BBS
dans les populations, animales et humaines, et de preciser les modalités de transmission de cette zoonose

En effet, si I'importance des infections a BBS est établie chez le chien et le porc, elle est inconnue dans d’autres
espéces réputées moins sensibles (chat, cheval, NAC) ains1 que dans la faune sauvage. Le typage permettrait de
suivre la circulation et la variation des souches.

Dans la population humaine, centaines personnes, de par leur profession (vétérinaires, éleveurs, animaliers) ou du
tait d'un statut immunologique particulier (trés jeunes enfants, personnes dgées, individus immunodéprimés),
sont probablement plus exposées que les autres. Les vétérinaires praticiens, sensibilisés au risque zoonotique,
pourraient constituer un premier sujer d étude épidémiologique de cette maladie.

La transmission de BHS de I'animal & 'homme n'a, pour l'instant, été démontrée que dans deux cas : une
patiente infectee par son lapin et une autre patiente contaminée par son chien. Lors d'infection humaine a BBS,
1" origine zoonotique devrait étre systématiquement explorée par des prélévements sur les animaux présents dans
{"entourage du malade e1 la recherche d'une identité entre les isolats humains et animaux par le typage en ECP.
L’étude épidemiclogique de cetie zoonase reguiert une eironte collaboration entre meédecins et véténnaires.
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