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INTRODUCTION

Le proces de la mammite n’est plus a faire ! Malgré tous
les progrés en gestion laitiere et en thérapie antimi-
crobienne, I'incidence annuelle de la mammite clinique
est toujours de 20 a 40 % et elle représente la principale
cause d’utilisation des antibiotiques chez la vache. La
mammite est un probléme croissant qui codte, selon les
estimations, entre 200 et 365 milions $ par an a
I'industrie laitiere canadienne. Ce co(t est attribué a la
réduction de la production laitiere, aux traitements, aux
frais vétérinaires et a la réforme prématurée. Une por-
tion importante de ce codt est due a la diminution de la
production laitiére associée a la forme sous-clinique de
cette maladie. Le taux de réforme lié a la mammite est
en constante augmentation depuis les 15 dernieres
années, passant de 6,5 % en 1984 a 14,5 % en 1999
(Monardes et al., 2000). En 1999, la mammite était la
deuxiéme cause de réforme au Québec.

L'utilisation répandue des antibiotiques pour traiter les
mammites a fait qu’on se retrouve de plus en plus en
présence de pathogénes qui sont moins sensibles a
leurs effets. Bien que de nombreux pathogénes soient
impliqués dans cette maladie, Staphylococcus aureus
est devenu, depuis le début des années 1980, le
pathogéne mammaire le plus fréquent, présent dans
plus de 90 % des troupeaux laitiers (Bouchard et al.,
1996). Les infections causées par cette bactérie sont
difficiles a guérir et I'efficacité des traitements antibio-
tiques traditionnels est trés faible. En fait, des données
récentes montrent que le taux de guérison de vaches
infectées avec cette bactérie est de 49 % quand on
utilise des antibiotiques et de 43 % sans eux (Wilson et
al., 1998).

La pénicilline et les autres antibiotiques de la famille des
R-lactames demeurent nos meilleures armes contre les
staphylocoques. Malheureusement, de plus en plus de
pathogénes sont capables de produire une enzyme,

Figure 1. Proportion des isolats de
Staphylococcus aureus isolés
de cas de mammite qui sont
résistants a la pénicilline
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appelée R-lactamase, qui rend inactifs les antibiotiques
de la famille des R-lactames et confére une résistance
aux bactéries. Dans certains pays européens, plus de
60 % des S. aureus isolés lors de cas de mammite
bovine peuvent produire cette enzyme (Guérin-Faublée
et Brun, 1999 ; Figure 1). Il devient donc impératif de
développer de nouvelles stratégies afin de réduire notre
dépendance envers les antibiotiques et éviter de nous
retrouver face a des pathogénes résistants a tous les
traitements disponibles.

UNE NOUVELLE APPROCHE
UTILISANT LA LACTOFERRINE
ET LA LACTOFERRICINE
BOVINE

Nos travaux de recherche explorent de nouvelles
approches pour combattre S. aureus. Pour causer la
mammite, un pathogéne doit d’abord survivre a une
premiere ligne de défenses non spécifiques. La lacto-
ferrine est un joueur important de cette premiere ligne.
Cette protéine est produite de fagon naturelle par les
cellules d’une glande mammaire en lactation. C’est la
principale protéine du petit lait chez I’humain (1-6 g/l) et
elle est aussi présente dans le lait de vache, bien qu’a
des concentrations trés inférieures (0,01-0,2 g/l). Cette
protéine semble avoir plusieurs fonctions biologiques.
C’est, entre autres, un antibactérien et un anti-inflam-
matoire. L'effet le plus connu de la lactoferrine est d’im-
mobiliser le fer, un élément essentiel & la croissance
microbienne (Nuijens et al., 1996). Le fer est donc peu
disponible et la croissance bactérienne dans le lait est
ralentie. Au départ, le caractére antimicrobien de la
lactoferrine était attribué exclusivement a sa capacité
d’immobiliser le fer. Toutefois, un fragment de la lacto-
ferrine, qui ne peut a lui seul s’attacher au fer, s’est
réecemment avéeré étre un antimicrobien plus puissant
(de 10 a 100 fois) que la lactoferrine elle-méme (Bellamy
et al., 1992). Ce peptide, appelé lactoferricine, est pro-
duit naturellement dans le systéeme digestif des mam-
miféres lors de la digestion de la lactoferrine du lait.

Nous avons étudié in vitro le potentiel antibactérien de
la lactoferrine et de la lactoferricine, seules ou en com-
binaison avec des antibiotiques, pour lutter contre les
pathogénes mammaires comme S. aureus, Escherichia
coli et Klebsiella pneumoniae. L'effet de la lactoferrine
utilisée seule est assez faible, mais la lactoferricine est
plus de 100 fois plus efficace pour inhiber la croissance
bactérienne. Ces résultats semblent étre indépendants
de leur capacité d’immobiliser le fer, car I'addition de fer
au milieu de culture n’a pas affecté I'effet inhibiteur de la
lactoferrine et de la lactoferricine. Il est intéressant de
noter qu’autant la lactoferrine que la lactoferricine sem-
blent beaucoup plus efficaces lorsque combinée avec
des antibiotiques. Ces deux molécules augmentent de
plusieurs fois I'activité inhibitrice des antibiotiques
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comme la pénicilline, I'ampicilline, la novobiocine, I'éry-
thromycine et la néomycine. L'observation la plus sur-
prenante est que la lactoferrine augmente ['activité
inhibitrice de la péniciline de quatre fois ou moins chez
la plupart des souches de S. aureus sensibles a cet
antibiotique, alors qu’avec les souches résistantes,
I'augmentation est de quatre a seize fois. Ainsi, la figure
2 montre, chez une souche résistante a la pénicilline,
que la croissance de la bactérie n’est pas ralentie par la
présence de péniciline, mais elle est complétement
stoppée par la combinaison péniciline-lactoferricine.
Ces résultats suggérent que la lactoferrine et la lacto-
ferricine peuvent rétablir la sensibilité a la pénicilline.

L’observation au microscope électronique révele que la
pénicilline induit de profondes modifications a la mor-
phologie des bactéries sensibles, mais pas chez les
souches résistantes. Cependant, I'ajout de lactoferrine
ou de lactoferricine a la pénicilline a induit des change-
ments morphologiques semblables a ceux observés
chez les bactéries sensibles. Encore une fois, ces résul-
tats suggeérent que la lactoferrine et la lactoferricine peu-
vent rétablir la sensibilité a la pénicilline.

Ces résultats nous ont incités a étudier I'effet de la
lactoferrine et de lactoferricine sur la R-lactamase, I'en-
zyme qui confere la résistance a la péniciline. Nous
avons observé que la lactoferrine et la lactoferricine
réduisent I'activité de la B-lactamase, qu’il s’agisse de
I'activité de base ou de celle induite par la présence de
pénicilline. En fait, une faible concentration de lactofer-
rine peut réduire de plusieurs fois I'activité de la 3-lacta-
mase (Figure 3) chez S. aureus cultivé en présence de
pénicilline. De plus, nous avons observé que la lactofer-
rine facilite la destruction de la bactérie par les cellules
immunitaires de la vache (Figure 4). Une demande de
brevet a été déposée (Diarra, Lacasse et Petitclerc) et
nous étudierons bientdt I'efficacité de la lactoferrine et
de la lactoferricine pour traiter la mammite in vivo. La
poursuite de cette recherche pourrait nous permettre
de développer des antibiothérapies combinées effi-

caces pour le traitement de maladies infectieuses
causées par des bactéries résistantes aux antibiotiques.

Dans un deuxiéme temps, nous envisageons d’amélio-
rer la résistance de la vache a la mammite. En effet, les
développements récents des technologies de I’ADN
ouvrent d’excitantes avenues qui pourraient mener a
I'utilisation de la thérapie génique pour guérir ou
prévenir la mammite en relachant dans le lait des pro-
téines ou des peptides possédant une activité bacte-
ricide. La lactoferrine et la lactoferricine, dont les con-
centrations sont normalement faibles dans le lait de
vache, pourraient étre sécrétées a plus hautes concen-
trations grace a la thérapie génique et ainsi prévenir ou
guérir la mammite. Néanmoins, il reste beaucoup de
recherche & faire pour démontrer la faisabilité, I'efficacité
et les impacts sociaux de la thérapie génique comme
moyen de lutte contre la mammite chez les animaux de
ferme.

Cette recherche est rendue possible grace a un parte-
nariat entre Agriculture et Agroalimentaire Canada, les
Producteurs laitiers du Canada et la Fédération des pro-
ducteurs de lait du Québec.

Figure 2. Effet de la lactoferricine sur la
croissance de Staphylococcus aureus
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Figure 3. Effet de la lactoferrine sur I'activité
3-lactamase de Staphylococcus
aureus

ae

40
5 353
E a0 -
3 260

o 00 4

% D

L oyo0 4

&0 4
Controle Lackafamne Pérciine Fankiline
a1 mc il wine

Figure 4. Effet de la lactoferrine sur la
susceptibilité de Staphylococcus
aureus a la phagocytose (nombre
de bactéries vivantes 6 heures apres
avoir été phagocytées par des
neutrophiles bovins)
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DEVELOPPER UN VACCIN
CONTRE S. AUREUS

L'idée d’un vaccin contre S. aureus est trés attirante et
plusieurs tentatives ont eu lieu dans le passé.
Malheureusement, les techniques classiques de vacci-
nation ont donné des résultats décevants, probable-
ment parce gu’elles étaient incapables d’induire des
réactions immunitaires efficaces chez la vache. De nou-
velles technologies de vaccination et une meilleure
compréhension du systéme immunitaire bovin pour-
raient rendre possible le développement d’un tel vaccin.

Les techniques d’immunisation a ’ADN sont nées de
notre connaissance de base des technologies de
’ADN, du génie génétique et des biotechnologies.
L'ingrédient de base d'un vaccin a I’ADN est un
fragment circulaire de matériel génétique appelé un
plasmide, qui contient le code génétique (ADN) d’une
protéine ou d’un peptide spécifique (un antigene)
provenant d’une bactérie ou d’un virus. Quand ce
plasmide est injecté a I'animal, il pénétre ses cellules et
I'antigéne est produit. Cet antigéne induit chez I'animal
toute une cascade d’événements immunitaires qui lui
confére une protection contre le pathogene (voir
encadré a la page suivante). Cette technologie a servi a
développer avec succés un vaccin contre la diarrhée
virale bovine (Harpin et al., 1999). Un avantage impor-
tant de ce type de vaccin est qu’il est tres flexible et
manipule la réponse immunitaire pour arriver a une pro-
tection efficace. Mentionnons aussi que les séquences
d’ADN codtent peu a produire et sont trés stables.

Lors d’une infection mammaire avec S. aureus, la
bactérie adhére aux cellules de la glande et sécrete
ensuite une substance visqueuse alors qu’elle se
répand dans le tissu mammaire. Une fois que cette
bactérie a colonisé la glande, il est trés difficile pour le
systeme immunitaire de I’en chasser. Nous avons donc
choisi de viser la premiére étape de I'infection, celle de
I'adhésion. Nous avons sélectionné des génes qui pro-
duisent des protéines essentielles a I'adhésion de la
bactérie aux cellules. L'une d’entre elles, le facteur
d’agglutination A (FAA), est une protéine exprimée a la
surface de la bactérie qui permet de s’attacher a la cel-
lule en se liant a deux de ses protéines, le fibrinogéne et
la fibrine. Une partie du géne FAA a été introduit dans
un plasmide. Ce nouveau plasmide (pFAA) permet la
synthése de la protéine par un animal. Des souris ont
été vaccinées par injections intramusculaires a trois
semaines d’intervalle et du sérum sanguin de ces souris
a été récolté 3 semaines apres la derniére injection. Des
souris vaccinées avec le plasmide vide ont servi de
témoins.

La vaccination avec le plasmide vide n’a provoqué
aucune production détectable d’anticorps (Figure 5).
Par contre, la vaccination avec le plasmide pFAA a per-
mis la production d’anticorps spécifiques en grande
quantité. En effet, ceux-ci sont détectables méme

lorsque le sérum a été dilué 80 000 fois ! L'incubation de
S. aureus avec du sérum sanguin provenant de souris
vaccinées avec le pFAA bloque presque totalement la
fixation de la bactérie au fibrinogéne purifié (Figure 6).
De plus, I'incubation de S. aureus avec du sérum de
souris vaccinées augmente le rythme de capture des
bactéries (phagocytose) par des cellules immunitaires
de souris. A une dilution de 1/1000, le sérum des souris
vaccinées permet une augmentation de 32 % de la
phagocytose alors qu’une dilution 1/250 améne 60 %
plus de phagocytose. L'immunisation & ’ADN codant
pour le FAA permet donc la production d’anticorps
fonctionnels pouvant participer a la lutte contre
S. aureus.

En plus de la réponse humorale (c.-a-d. la production
d’anticorps), nous avons aussi étudié la réponse cellu-
laire pour vérifier I'étendue de la stimulation du systeme
immunitaire par la vaccination. La réponse cellulaire a
été mesurée par un test de prolifération de cellules de la
rate en présence du facteur d’agglutination A. Les cel-
lules provenant de souris vaccinées avec le pFAA ont eu
un indice de prolifération de plus du triple de celles

Figure 5. Détection d’anticorps spécifiques
au FAA dans le sérum de souris
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Figure 6. Effet du sérum de souris immunisées
ou non contre le FAA, sur la liaison de
Staphylococcus aureus au fibrinogéne
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Comment fonctionne un vaccin a ’ADN ?

Un vaccin a I’ADN induit une protection contre un microorganisme infectieux, ou pathogéne, en stimulant deux
voies du systéme immunitaire : la voie humorale, qui attaque les pathogénes hors des cellules, et la voie cellulaire,
qui élimine les cellules colonisées par des pathogénes. Un animal est immunisé lorsque la réponse immunitaire
résulte en la formation de cellules « mémoires » qui monteront la garde afin de prévenir une infection par ce
pathogéne.
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Une description simplifiée de la fagon dont le vaccin induit limmunité est présentée dans le schéma ci-dessus.
Un vaccin a I’ADN nécessite I'isolement d’un gene provenant du pathogéne. Ce géne est ensuite inséré dans un
fragment circulaire de matériel génétique appelé un plasmide (1). Ce plasmide est injecté a I'animal pour y étre
capté par certaines cellules (2). La cellule inoculée traduit le géne inséré dans le plasmide, produisant ainsi une
protéine (antigéne) que I’on retrouve normalement dans le pathogéne (3).

Dans la voie humorale, certaines cellules du sang, appelées lymphocytes B, se lient a I'antigéne relaché par la cel-
lule inoculée (4) et se multiplient. Une portion importante de ces cellules vont sécréter des anticorps (5) qui, lors
d’une infection, vont se lier au pathogéne (opsonisation) le désignant ainsi comme un ennemi devant étre éliminé.
D’autres lymphocytes B deviennent des cellules mémoires (6).

Dans la voie cellulaire, certains antigénes sont dégradés par la cellule inoculée (7). Certains de ces fragments, ou
peptides, se lient au complexe majeur d’histocompatibilité | (CMH) et migrent a la surface de la cellule pour y étre
« présentés » (8). D’autres cellules sanguines, appelées lymphocytes T cytotoxiques, se lient au CMH et se mul-
tiplient (9). Certains lymphocytes ainsi activés se transformeront en cellules T mémoires (10). Lors d’une infection,
ces cellules T mémoires seront réactivées et se lieront aux cellules présentant le peptide sur leur CMH. La liaison
au lymphocyte provoquera la destruction de la cellule infectée et des pathogenes contenus dans celle-ci (11).

Pour en savoir plus :
Weiner, D.B. et R.C. Kennedy. 1999. Genetic vaccines. Scientific American http://www.sciam.com/1999/

0799issue/0799weiner.html
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provenant de souris témoins. Ce test prouve donc que,
contrairement a la plupart des vaccins traditionnels, ce
vaccin induit une réponse cellulaire significative. Une
telle réponse pourrait aider a éliminer les bactéries
cachées a I'intérieur des cellules de la glande mam-
maire.

Ce travail a permis de montrer que la vaccination a
I’ADN contre le FAA permet de produire des anticorps
qui peuvent lier la surface de la bactérie, inhiber I'adhé-
sion au fibrinogéne, faciliter la capture de S. aureus et
induire une réponse cellulaire. Les prochaines étapes
consistent a explorer la protection que peut amener la
vaccination a I’ADN chez la souris, puis chez la vache.

Cette recherche est rendue possible grace a un parte-
nariat entre Novalait, le ministére de I’Agriculture, des
Pécheries et de I'Alimentation du Québec, le Fonds
FCAR, [I'Université de Sherbrooke et Agriculture et
Agroalimentaire Canada.
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