CHAPITRE 2.4.5.

CAMPYLOBACTERIOSE GENITALE BOVINE

RESUME

Définition de la maladie : la campylobactériose génitale bovine (CGB) est une maladie vénérienne
aussi connue sous le nom de campylobactériose vénérienne bovine (CVB). L’agent causal de cette
maladie sexuellement transmissible est Campylobacter fetus subsp. venerealis, qui est divisé en
deux sous-especes étroitement apparentées : C. fetus subsp. venerealis et C. fetus subsp. fetus.
Par définition, C. fetus subsp. venerealis est associé a la CGB caractérisée par des problemes de
fertilité et des pertes économiques considérables, notamment dans les régions d’enzootie. Les
infections bovines a C. fetus subsp. fetus sont associées a des avortements et surviennent de
fagon sporadique.

Description de la maladie : la CGB est une maladie vénérienne caractérisée par de linfertilité,
une mortalité embryonnaire précoce et de l'avortement. Elle est causée par C. fetus subsp.
venerealis, une bactérie qui posseéde un tropisme prononcé pour I'appareil génital des bovins. La
transmission de [l'agent infectieux s’opere principalement lors de la monte naturelle, mais la
présence de C. fetus subsp. venerealis dans la semence de taureaux porteurs chroniques crée un
risque de transmission de la maladie lors d’insémination artificielle.

Identification de I'agent pathogéne : des échantillons provenant de taureaux, de vaches ou de
foetus peuvent testés pour la présence de I'agent causal. Il s’agit d’'une bactérie Gram négative, qui
se présente sous forme de batonnets fins incurvés en forme de S, de « mouette » ou en spirale, et
qui peut étre cultivée en condition microaérobie a 37 °C pendant au moins 3 jours. La confirmation
de l'isolement et le diagnostic différentiel avec C. fetus se fait a I'aide de méthodes biochimique ou
moléculaire. L'immunofluorescence peut aussi étre utilisée pour lidentification bactérienne, mais
cette technique ne permet pas de différencier les sous-especes.

Epreuves sérologiques : une épreuve immuno-enzymatique (ELISA) peut étre utilisée pour
vérifier limmunité au niveau du troupeau, mais ne convient pas pour le diagnostic de l'infection au
niveau individuel. Cette épreuve ne peut pas faire la différence, lors d’une infection, entre les deux
sous-especes.

Spécifications applicables aux vaccins et aux produits biologiques a usage diagnostique :
un vaccin peut étre préparé a partir de cultures de C. fetus subsp. venerealis et/ou de C. fetus
subsp. fetus, qui présente des antigenes communs avec C. fetus subsp. venerealis. Ce vaccin est
inactivé par le formol et peut étre administré, mélangé a un adjuvant huileux.

A. INTRODUCTION

1. La maladie

La campylobactériose génitale bovine (CGB), aussi connue sous le nom de campylobactériose vénérienne bovine
(CVB), est une maladie vénérienne qui se caractérise chez le bétail par de l'infertilité, une mortalité embryonnaire
précoce et de I'avortement. L’agent causal de cette maladie sexuellement transmissible est Campylobacter fetus
subsp. venerealis. Il peut étre isolé du tractus génital des bovins (par ex. le smegma préputial ou le mucus
vaginal) ou des organes internes des avortons.

Campylobacter fetus comprend deux sous-espéces étroitement apparentées : C. fetus subsp. venerealis et
C. fetus subsp. fetus (28).Un biovar intermédiaire de C. fetus subsp. venerealis a été décrit, mais il n'est pas
encore clairement établi si ce biovar a des caractéristiques cliniques spécifiques. Par définition, C. fetus subsp.
venerealis est associé a la CGB caractérisée par des problémes de fertilité et des pertes économiques
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considérables, notamment dans les régions d’enzootie. Les infections a C. fetus subsp. fetus peut étre retrouvé
de lintestin des bovins et d’autres espéces animales (6). Campylobacter fetus subsp. fetus peut étre isolé
d’avortons bovins ce qui démontre un rapport avec la clinique chez le bétail. Cependant, C. fetus subsp. fetus est
associé a des cas sporadiques d’avortement tandis que C. fetus subsp. venerealis est associé a des avortements
de type enzootique et des problemes d'infertilité dans certaines régions.

Bien que C. fetus soit considéré comme un agent pathogéne primaire en médecine vétérinaire, C. fefus subsp.
fetus est reconnu a I'occasion comme un agent pathogéne émergent opportuniste en médecine humaine. En
général, les infections surviennent chez des personnes immunodéprimées ou au cours de la gestation et revétent
une forme systémique avec une grande variété de complications neurologiques ou vasculaires (21).

2. Taxonomie

En 1991, une révision de la taxonomie et de la nomenclature du genre Campylobacter a été proposée. Selon le
Manuel de Bergey, le genre Campylobacter comprend 16 espéces et 6 sous-espéces. Récemment, deux espéces
supplémentaires ont été proposées. Deux sous-especes de C. fetus ont été identifiées. Bien que les symptdémes
des deux sous-espéces soient proches, elles ont été a l'origine reconnues sur la base des différences cliniques
(19, 28). Les deux sous-espéces peuvent étre différenciées au laboratoire par une caractéristique biochimique : la
tolérance a la glycine. La sous-espéce venerealis est considérée comme sensible a la glycine tandis que la sous-
espéece fetus est tolérante. Des souches du biovar infermedius de Campylobatcer fetus subsp. venerealis ont été
décrites (18), mais leur position taxonomique doit encore étre précisée. Les analyses des profils des protéines
des bactéries par électrophorése en gel de polyacrylamide (PAGE) n’ont montré aucune différence entre les
deux sous-espéces de C. fetus (27). Des études comparatives d’hybridation ADN-ADN n’ont pas permis de
montrer de différences majeures entre les sous-especes venerealis et fetus (10). Cependant, plusieurs
techniques moléculaires se sont révélées capables de différencier les deux sous-espéces, notamment
I'amplification en chaine par polymérase (PCR) (12, 22, 25, 30), I'électrophorése d’ADN sur champs pulsés
(PFGE pour pulsed-field gel electrophoresis) (17), le typage des séquences multilocus (MLST pour multilocus
sequence typing) (23), et I'analyse du polymorphisme de la longueur des fragments amplifiés (AFLP pour
amplified fragment length polymorphism) (29) (voir aussi la Section B.1.h).

B. TECHNIQUES DE DIAGNOSTIC

1. Isolement et identification de I'agent pathogene (épreuve prescrite pour les échanges
internationaux)

a) Préléevement des échantillons

i) Chez le méle : sécrétions ou mucus du prépuce et semence

Chez le taureau, le smegma peut étre récolté par différentes méthodes : grattage (20), par aspiration
(3) ou par lavage du prépuce (4). Le smegma du prépuce est en général collecté par grattage et peut
alors étre utilisé pour l'isolement de la bactérie, ou il peut étre rincé dans un tube avec environ 5 ml de
tampon phosphate (PBS) contenant 1 % de formol pour servir au test d'immunofluorescence (IF). Le
smegma peut aussi étre récolté sur un vagin artificiel aprés récupération de la semence, par lavage du
vagin artificiel avec 20 a 30 ml de (PBS).

Pour le lavage du prépuce, 20 a 30 ml de PBS sont introduits dans le sac préputial. Aprés un massage
vigoureux de 15 a 20 s, le liquide est récupéré dans un flacon

La semence doit étre récupérée dans les conditions les plus aseptiques possibles. Les échantillons de
smegma doivent étre dilués dans du PBS et sont directement ensemencés sur milieu de culture ou sur
milieu de transport et d’enrichissement.

iy  Chez la femelle : mucus vaginal et cervico-vaginal
Les prélevements sont effectués soit par aspiration soit par lavage de la cavité vaginale.

Avant aspiration, la région vulvaire est nettoyée avec un tissu de papier, et une pipette pour
insémination artificielle (IA) ou une pipette de Cassou (étui bleu) est insérée dans la cavité vaginale de
fagon a ce que la partie antérieure atteigne le col de l'utérus (3). Une aspiration Iégére est réalisée en
la déplagant doucement en avant et en arriére. La pipette est ensuite retirée et le mucus collecté est
ensemencé directement sur milieu de culture ou milieu de transport, et un milieu d’enrichissement.

Le mucus cervico-vaginal peut aussi étre récupéré par lavage de la cavité vaginale : 20 a 30 ml de
PBS sont injectés a I'aide d’'un cathéter stérile monté sur seringue d’lA. Le liquide est aspiré et réinjecté
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b)

<)

d)

dans la cavité 4 a 5 fois, avant d’étre collecté et étalé directement sur un milieu de culture ou
ensemencé dans un milieu de transport et un milieu d’enrichissement. Le liquide de lavage de la cavité
vaginale peut aussi étre récupéré en utilisant un tampon ou une gaze que l'on place dans le vagin
pendant 5 a 10 min aprés avoir injecter du PBS. Les échantillons de mucus vaginal obtenus par
aspiration peuvent étre dilués dans du PBS ou directement ensemencés sur milieu de culture ou sur
milieu de transport et d’enrichissement.

Le mucus vaginal est transféré dans environ 5 ml de PBS contenant 1 % de formol.

iiiy  Avortons, placentas

Le placenta, ainsi que le contenu stomacal, les poumons et le foie du foetus fournissent les meilleurs
prélévements pour I'isolement de I'agent causal. Les prélévements sont inoculés directement sur des
milieux d’enrichissement et de transport, ou dans du PBS a 1 % de formol pour I'épreuve de I'lF.

Transport des échantillons

L’utilisation d’'un milieu de transport est indispensable si les prélevements ne sont pas testés au laboratoire
le jour méme de la collecte. Pour I'envoi au laboratoire, si I'’échantillon n’est pas inoculé dans un milieu de
transport, il doit étre dans un container réfrigéré (entre 4 et 10 °C) et protégé de la lumiére.

Plusieurs milieux de transport et d’enrichissement sont disponibles, tels que les milieux de Clark, de Lander,
SBL, de Foley et Clark, de Weybridge et le milieu de Cary blair (7, 11, 15).

Certains des milieux d’enrichissement et de transport précités contiennent de la cycloheximide. En raison du
risque potentiel de toxicité de ce produit, 'amphotéricine B peut étre une solution alternative.

Traitement des échantillons

A leur arrivée au laboratoire les échantillons sont directement ensemencés en milieu de culture ou travaillés
plus tard si nécessaire

i) Prélevements du tractus génital

Le liquide de lavage préputial est centrifugé (3 500 g) pour concentrer le prélévement. L’échantillon
final (réduit a 250 pl) est ensemencé sur un milieu de culture (directement et/ou aprés filtration).

Si le mucus vaginal n'est pas trop visqueux, il peut étre ensemencé directement ou dilué dans un
volume égal de PBS. Si le mucus vaginal est trés visqueux, il peut toutefois étre nécessaire de le
liquéfier en ajoutant un volume égal de solution de cystéine (solution aqueuse de cystéine sous forme
d’hydrochlorure, concentrée a 0,25 g/100 ml, a pH 7,2 et stérilisée par filtration). Aprés 15 a 20 min, le
mucus dilué et liquéfié est ensemencé en milieu de culture.

ii)  Avortons et placentas

Le contenu stomacal des fétus est directement ensemencé en milieu de culture approprié. Les
prélevements d’organes sont désinfectés en surface a la flamme puis homogénéisés. L’homogénat est
ensuite ensemencé en milieu de culture.

Aprés avoir lavé les membranes placentaires avec du tampon PBS pour éliminer les principales
contaminations de surface, les villosités du chorion sont grattées puis mises a ensemencer en milieu
de culture.

Isolement de Campylobacter fetus

i) Milieu de culture pour isolement

De nombreux milieux sont couramment utilisés pour l'isolement bactériologique de la campylobactériose
génitale bovine. Il convient de remarquer que plusieurs milieux utilisés pour I'isolement de Campylobacter
spp. ne conviennent pas pour lisolement de C fetus du fait des produits anti-microbiens (par ex. les
céphalosporines) qui pourraient inhiber sa croissance (24). La plupart des milieux contiennent de la
cycloheximide. En raison de sa toxicité potentielle, cet agent anti-fongique peut étre remplacé par de
I'amphotéricine B. Le milieu sélectif recommandé pour l'isolement de C. fetus est le milieu de Skirrow. La
base de ce milieu est un milieu au sang (avec 5 a 7 % de sang défibriné [lys€]) et contient des agents
sélectifs : sulfate de polymyxine B (2,5 Ul /ml), du triméthoprime (5 pg/ml), de la vancomycine (10 pg/ml)
et de la cycloheximide (50 pg/ml).

Une autre solution consiste en un milieu au sang (5 a 7 %) non sélectif en association avec une filtration
(0,65 um). Cependant, comparée a la méthode du milieu sélectif, elle peut étre moins sensible.
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e)

Des controles de qualité doivent étre réalisés sur chaque lot de milieu en utilisant des souches de
référence.

Conditions d’incubation

Les boites sont mises a incuber a 37 °C dans des conditions de micro-aérobiose, a savoir 5 a
10 % d’'oxygene, 5 a 10 % de dioxyde de carbone et préférentiellement 5 a 9 % d’hydrogene, pour une
croissance optimale (26). Ces conditions d’incubation en atmosphére micro-aérobie peuvent étre
obtenues par différentes méthodes. Certains laboratoires utilisent des récipients avec évacuation
répétée des gaz et remplacement de I'atmosphére par utilisation de bouteilles de gaz spécifiques. Des
kits pour la production de gaz sont disponibles dans le commerce. Des incubateurs spécifiques,
permettant de reproduire différentes atmosphéres, peuvent également étre utilisés.

Les conditions de culture et d’incubation sont systématiquement contrélées en utilisant des souches
contréles connues de C. fetus subsp. fetus et C. fetus subsp. venerealis. De tels témoins doivent étre
réalisés pour chaque essai de mise en culture.

Identification des espéces de Campylobacter

i)

i

i)

iv)

Morphologie des colonies

Les colonies de C. fetus apparaissent normalement en milieu de culture aprés 2 a 5 jours. Pour éviter
le masquage des colonies spécifiques par des bactéries contaminantes, il est recommandé de vérifier
tous les jours la culture et de sous cloner les bactéries suspectées d'étre C. fetus. Aprés 3 a 5 jours
d’incubation, les colonies positives mesurent entre 1 et 3 mm de diametre. Elles sont Iégérement gris
rosées, rondes, convexes, lisses et brillantes et a bords réguliers.

Morphologie au microscope

Campylobacter est une bactérie mobile mais cette propriété peut disparaitre lors de passages en
cultures. Campylobacter prend souvent la forme d’un fin bacille incurvé de 0,3 a 0,4 um de large et de
0,5 a 8 um de long. Des formes courtes (en forme de virgule), moyennes (en forme de S) et longues
(hélice a plusieurs spirales) peuvent étre observées simultanément a I'état frais. Les bactéries sont
systématiquement séparées les unes des autres. Les cultures anciennes peuvent contenir des
bactéries de type coccus.

Tests biochimiques : voir tableau 1

Atmosphere : Campylobacter ne pousse pas en conditions aérobies

Identification immunologique de Campylobacter fetus

La technique d'immunofluorescence (IF) peut étre utilisée pour identifier directement la bactérie ou pour
confirmer l'identification d’'une souche aprés isolement. Elle ne permet pas de différencier les différentes
sous-espeéces.

i)

i)

Préparation des sérums immuns

Des souches de Campylobacter, de préférence des souches de référence provenant de collections
reconnues (C. fetus subsp. venerealis ou C. fetus subsp. fetus), sont cultivées séparément sur gélose
au sang dans des conditions micro-aérobies a 37 °C pendant 3 jours. Les bactéries sont suspendues
dans du PBS, pH 7,2 et lavées 2 fois par centrifugation. Des lapins 4gés de 3 mois sont inoculés par
voie intramusculaire avec 2 ml d’une suspension contenant 10" bactéries/ml de sous-espéces de
C. fetus dans du PBS, mélangée a de 'adjuvant incomplet de Freund. L'inoculum est injecté dans 4
sites, a raison de 0,5 ml par site. Des prélévements sanguins sont réalisés sur les animaux avant
inoculation puis toutes les semaines. Quand les titres de sérum atteignent un plateau (détection par un
test d’agglutination ou d’immunofluorescence), 0,1 a 1 ml d’'une solution de 10" bactéries vivantes/ml
est injecté par voie intraveineuse aux lapins. Le sérum est récupéré 7 jours plus tard par saignée des
lapins. Les sérums hétérologues sont mélangés. Dans une étude récente, un conjugué préparé a partir
d’'lgY de poulet a été proposé comme alternative aux sérums de lapin. Des anticorps monoclonaux ont
été décrits, qui peuvent étre utilisés pour le diagnostic immunologique de C. fetus (2).

Préparation des conjugués

Les conjugués sont préparés comme décrit par Harlow et al. (9). La dilution de travail du conjugué doit
étre déterminée par titrage en échiquier sur des frottis de culture de C. fetus en testant différentes
dilutions de contréle positif et négatif. La concentration de travail correspond au double de la
concentration minimale qui produit une fluorescence nette avec les colonies de C. fetus.

Préparation des échantillons
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Les liquides génitaux (smegma préputial, mucus vaginal) ou le contenu de I'estomac du foetus sont
rincés dans environ 5 ml de PBS a 1 % de formol. Deux centrifugations sont réalisées : d’abord les
échantillons sont centrifugés a 600 g pendant 10 min a 4 °C pour éliminer les débris, puis le
surnageant est centrifugé a 8 000 g pendant 30 min a 4 °C. Le culot est dissout dans 100 pl de
surnageant restant.

Test d’immunofluorescence (14)

Les prélevements (20 ul) sont fixés sur deux lames de microscope. Les lames sont séchées a l'air et
fixées a I'acétone a —20 °C pendant 30 min ou a I'’éthanol entre 18 et 25 °C pendant 30 min. Les lames
sont séchées a l'air et I'antisérum conjugué a l'isothiocyanate de fluorescéine est ajouté a la dilution
appropriée. La coloration est réalisée a I'obscurité en chambre humide pendant 30 min a 37 °C. Par la
suite, les lames sont lavées 3 fois en tampon PBS (10 min pour chaque lavage). Elles sont ensuite
montées en tampon glycérol (90 % [v/v] glycérol : 10 % PBS). Les lamelles sont posées pour éviter le
desséchement et les lames sont examinées sous microscope a fluorescence (lampe ultraviolet) au
microscope a épi-fluorescence. Des lames témoins positives et négatives doivent étre utilisées a
chaque test. Les souches de référence de Campylobacter fetus subsp. venerealis et de C. fetus subsp.
fetus sont utilisées comme témoin positif, et des souches d’autres espéces de Campylobacter comme
témoin négatif. Les échantillons présentant des bactéries fluorescentes avec la morphologie typique de
C. fetus sont considérés comme positif.

g) Identification biochimique des sous-especes de Campylobacter fetus

Ces tests (voir Tableau 1) doivent étre réalisés a partir de cultures pures.

Tableau 1. Caractéristiques différentielles des especes de Campylobacter qui peuvent étre isolées du tractus génital

de bovin et d’avortons (d’apres le Manuel de Bergey, 2¢™ édition, 2005)

25°C 42°C Oxydase  Catalase NaCl  Glycine  H,S®) Acide
3,5% 1% Nalidixique
C. fetus subsp. venerealis \% - + \% - - - \%
C. fetus subsp. fetus + V@) n ¥ - + - R
C. jejuni - Ve + V@ Y - s®
C. hyointestinalis - + + + - \Y; Vv
C. sputorum - + + \Y + + +

(a) = bien que C. fetus n’appartiennent pas aux Campylobacter spp. thermophiles, un grand nombre de souches de cette
espece cultive a 42 °C ; (b) = sur milieu gélosé lactosé, saccharosé et glucosé au citrate de fer ammoniacal (triple sugar iron
agar medium) ; (c) = C. jejuni subsp. jejuni est positif, C. jejuni subsp. doylei est négatif ; (d) = C. jejuni subsp. jejuni est positif,
C. jejuni subsp. doylei est variable ; (e) = selon le Manuel de Bergey les souches sont sensibles, mais des souches résistantes
ont été fréquemment décrites ; (+) = réaction positive ou croissance et (—) = réaction négative ou absence de croissance de la
souche sur milieu approprié et sous conditions de culture spécifique (voir Section B.1.d ii) ; V = résultats variables ;

if)

i)

S = sensible; R = résistant.

Croissance a 25 °C eta 42 °C

Une suspension bactérienne (~McFarland n°1) est ensemencée sur deux boites de milieu au sang.
Chaque boite est incubée dans les conditions atmosphériques spécifiées (voir Section B.1.d ii) a 25 °C
et 42°C. Des souches témoins sont testées en parallele.

Oxydase et catalase

Les tests sont réalisés selon les protocoles bactériologiques normalisés. Des souches témoins sont
testées en parallele.

Croissance en présence de chlorure de sodium

Une suspension bactérienne est ensemencée dans des milieux au sang contenant 3,5 % de NaCl
(15 ml de milieu au sang + 2,04 ml d’'une solution 5 M de NaCl), et dans des milieux au sang sans
NaCl. L’incubation est faite dans les conditions atmosphériques spécifiées (voir Section B.1.d ii). Des
souches témoins sont testées en paralléle.

Test de croissance en présence de 1 % de glycine

Une suspension bactérienne (~McFarland n°1) est ensemencée sur un milieu glycine (15 ml de milieu
sanguin + exactement 1,65 ml de solution aqueuse de glycine a 10 %, stérilisée par filtration) et sur le
méme milieu sans glycine. L’incubation est réalisée dans les conditions atmosphériques spécifiées
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h)

(voir Section B.1.d ii). Deux souches témoins (subsp. venerealis et fetus) sont testées en paralléle.
Dans la mesure ou les souches sont délicates a manipuler, des changements minimes dans le milieu
peuvent étre importants et I'absence de croissance en présence de glycine doit étre considérée
uniquement comme une présomption de C. fetus subsp. venerealis. La reproductibilité du test est faible
et des souches a caractére intermédiaire ont été décrites (18).

v)  Test de production de sulfite d’hydrogene en milieu TSI

Le test au sulfite d’hydrogéne (H,S) est réalisé sur milieu agar lactosé, saccharosé et glucosé au
citrate de fer ammoniacal (TSI pour triple sugar iron agar) composé de peptone (20 g/litre), d’extrait de
viande (3 g/litre), de chlorure de sodium (5 g/litre), de citrate de fer (0,5 g/litre) de thiosulfate de sodium
(NaS,03) (0,5 gllitre), de lactose (10 g/litre), de sucrose (10 g/litre), de glucose (1 g/litre), de rouge
phénol (0,024 g/litre), d’agar (11 g/litre) et d’eau distillée (qgsp 1 000 ml). Ce milieu est distribué dans
des tubes puis stérilisé a 115 °C pendant 15 min et mis a refroidir inclinés de fagon a obtenir une
pente. Il peut étre préparé a la demande ou étre conservé en conditions classiques pendant environ 3
semaines. Une suspension bactérienne (~McFarland n°1) est ensemencée sur la pente et dans la
gélose a l'aide d’'une anse de platine. Un changement de couleur du rouge au noir indique une
production de H,S. Des souches témoins sont testées en paralléle.

vi)  Test de production de sulfite d’hydrogene en milieu cystéine (non inclus dans le tableau 1)

Le test H,S est réalisé en bouillon Brucella contenant 0,02 % de cystéine. La production de H,S est
détectée par une bandelette d’acétate de plomb attachée a [lintérieur du tube. Une suspension
bactérienne (~McFarland n°1) est ensemencée dans le milieu. Un noircissement de la bandelette est
considéré comme une réaction positive. Des souches témoins sont testées en paralléle.

vii) Test de sensibilité a la céphalothine et a I'acide nalidixique

La sensibilité a la céphalothine (CN) et a I'acide nalixidique (AN) est testée par la méthode des disques
contenant chacun 30 ug de CN ou AN.

Lors du test, des cultures de 72 h des différentes souches sont mises en suspension dans du PBS a la
concentration de 10° bactéries/ml. A partir de cette suspension, 100 ul sont déposés sous forme d’'une
couche égale sur un milieu de gélose sanguine basique. Les boites de gélose sont déshumidifiées
avant le dépdt de la culture bactérienne sur la surface. Les disques de sensibilité sont ensuite placés
sur les dépdts de bactéries. Les cultures sont incubées a 37 °C dans les conditions atmosphériques
spécifiées (voir Section B.1.d ii), et examinées aprés 48 et 72 h. Une zone d’inhibition d’au moins 3 mm
autour du disque indique que la souche testée est sensible a I'antibiotique. Toutes les souches de
C. fetus subsp. fetus et la plupart des souches de C. fetus subsp. venerealis sont résistantes au AN (16).
Toutes les souches de C. fetus sont sensibles au CN (16).

Identification moléculaire des sous-espéces de Campylobacter fetus

Plusieurs méthodes moléculaires pour lidentification des sous-especes de C. fefus ont été décrites,
notamment le séquencgage du géne 16S (8, 17), la PFGE (17), 'AFLP (29), et la MLST (23). Cependant, la
plupart de ces méthodes sont longues a mettre en oceuvre, nécessitent du matériel colteux et de
I'expérience. Les laboratoires de diagnostic pourront utiliser plus facilement la PCR. Plusieurs méthodes de
PCR sont réputées spécifiques de la sous-espéce en particulier celles mises au point par Hum et al. (12),
Wang et al. (30) et, plus récemment, par Tu et al. (22) et Van Bergen et al. (25).

La technique de PCR multiplex décrite par Hum et al. (12) est la plus couramment citée. Elle permet
I'amplification d’'un fragment d’ADN spécifique de C. fetus (plus petit d’environ 200 pb que le fragment de
960 pb décrit dans la publication d’origine), ainsi qu’'un fragment spécifique de C. fetus subsp. venerealis.
Cette technique de PCR multiplex permet donc la différentiation des deux sous-especes (un produit
d’amplification pour C. fetus contre deux produits d’amplification pour C. fetus subsp. venerealis). Les
souches de Campylobacter fetus subsp. venerealis biovar intermedius n’ont pas été incluses dans 'étude de
validation de la PCR de Hum, mais des isolats identifiés comme appartenant au biovar intermedius par
AFLP, sont classés grace a la PCR de Hum soit comme C. fetus subsp. fetus soit comme C. fetus subsp.
venerealis (23). La comparaison de la méthode PCR avec I'AFLP et la MLST (23) ou avec le test a la glycine
(31) confirme que la PCR peut donner de faux résultats positifs ou négatifs.

La technique de PCR décrite par Wang et al. (30) ne révele qu’un produit spécifique de C. fetus subsp.
fetus. Ces résultats n'ont été obtenus que sur un nombre tres limité de souches. L’évaluation récente de ses
performances sur un plus grand nombre d’échantillons a donné des résultats a la fois faux positifs et faux
négatifs en ce qui concerne la différentiation des sous-espéces (25).

Les techniques d’amplification au hasard de '’ADN polymorphique (RAPD pour random amplification of
polymorphic DNA) décrites par Tu et al. (22) ont été publiées récemment et n‘ont été évaluées sue sur un
petit nombre souches de C. fetus subsp. venerealis. Leurs performances devront étre évaluées sur un plus
grand nombre de souches.
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La technique de PCR décrite récemment par Van Bergen et al. (25) a montré une parfaite concordance avec
'AFLP pour I'identification de C. fetus subsp. venerealis et est donc considérée comme la meilleure méthode
actuellement disponible pour la détection de C. fetus subsp. venerealis. Cependant, cette technique ne
reconnait pas les souches définies par I’AFLP comme étant C. fetus subsp. venerealis biovar intermedius.

2. Epreuves sérologiques/détection d’anticorps

Un test ELISA est disponible pour détecter les IgA sécrétoires spécifiques dans le mucus vaginal apres
avortement di a C. fetus subsp. venerealis. Ces anticorps sont persistants et leur concentration reste
constante plusieurs mois dans le mucus vaginal (13).

Le premier prélevement doit étre réalisé aprés la période d’involution (en général 1 semaine apres
'avortement) quand le mucus vaginal devient clair.

Un test ELISA pour la détection d’'une réponse humorale sérique en IgG aprés vaccination a été décrit.

a) Préparation de I'antigéne et adsorption sur plaque

Des cultures de Campylobacter fetus subsp. venerealis sont récupérées dans du PBS a 0,5 % de formol
pendant 1 h, centrifugées a 17 000 g, lavées 2 fois dans du PBS, puis re-suspendues dans du tampon
carbonate 0,05 M a pH 9,6. La densité finale est ajustée a 0,21 a 610 nm (DOg10nm = 0,21). Des plaques de
titrage en polystyréne a fond plat, sensibilisées avec 10 ul d’antigeéne sont mises a incuber a 4 °C pendant la
nuit, puis stockées a —20 °C. Avant utilisation, les plaques sont rincées 2 fois a I'eau distillée et légérement
tapotées pour éliminer I'humidité.

. Protocole

i)  Ajouter le mucus vaginal dilué (100 pl) a chaque puits et incuber la plaque a 37 °C pendant 2 h. Laver
les plagues comme précédemment et ajouter 100 pl de sérum de lapin anti IgA bovine. Aprés 2 h
d’incubation a 37 °C, laver les plaques et ajouter dans chaque puits 100 yl de sérum de chévre anti
IgG de lapin, couplé a la peroxydase de raifort. Aprés 2 h d’incubation a 37 °C, laver les plaques,
ajouter 100 pl de substrat (0,8 mg/ml d’acide 5 amino-salicylique, pH 6,0) et activer le substrat par
l'ajout immeédiat de peroxyde d’hydrogene 1M, 0,2 % [H,O,]). Laisser les plaques a température
ambiante pendant 30 min, arréter la réaction par addition de 50 ul d’hydroxyde de sodium (NaOH) 3 M.
L’absorbance est mesurée sur lecteur de plaque ELISA a 450 nm. Chaque échantillon est éprouvé en
double et des témoins positif et négatif sont réalisés sur chaque plaque. Les mesures de densité
optique (DO) du test sont corrigées par rapport a celles des témoins positif et négatif selon la formule
suivante :

Doéchantillon - Dotémoin négatif

Résultat = x 100
DO DO

témoin positif — témoin négatif
Le test est positif si le résultat est supérieur a 40. Les animaux vaccinés ne répondent pas a ce test
ELISA IgA car leur mucus ne contient que des anticorps d’isotype 1gG.

C. SPECIFICATIONS APPLICABLES AUX VACCINS
ET AUX PRODUITS BIOLOGIQUES A USAGE DIAGNOSTIQUE

Deux groupes d'antigénes de C. fetus sont reconnus par le systéme immunitaire : les antigénes flagellaires
thermolabiles « H » et les antigeénes somatiques thermostables « O ». En outre, un antigéne capsulaire « K » doit
étre présent. L’antigene K est rapidement détruit dans les conditions in vitro. Les vaccins doivent nécessairement
contenir ces différents antigénes. D’autres préparations vaccinales ont été décrites (5). Un vaccin expérimental
contre C. fetus subsp. fetus induit une immunité contre C. fetus subsp. venerealis car les souches partagent des
antigénes communs (1). Cependant, 'ajout d’'une seconde souche de C. fetus subsp. venerealis dans le produit
biologique est largement pratiqué et fortement recommandé. La présence de 4 a 5 glycoprotéines
thermosensibles, immunogénes et communes a plusieurs souches de C. fetus subsp. venerealis et C. fetus
subsp. fetus est essentielle pour un vaccin efficace. Leurs présences doivent étre confirmées. La concentration du
vaccin (poids sec) doit étre d’environ 40 mg de protéine par dose afin d’obtenir un bon niveau de protection.

Dans les troupeaux infectés, tous les bovins d’élevage (taureaux, vaches et génisses) doivent étre vaccinés 2 fois
avant la saison de monte. Dans la plupart des cas, le vaccin réduit la durée d’infection mais les vaches peuvent
rester infectées d’'une saison a l'autre. Les taureaux nécessitent aussi 2 doses vaccinales par an, car il est
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possible que le vaccin ne soit pas toujours efficace lors d’infection en phase terminale. L’année suivante, les
taureaux et les génisses de remplacement doivent étre vaccinés, et a partir de la 3° année, les taureaux sont
vaccinés annuellement.

Dans les élevages non infectés, seuls les taureaux sont vaccinés 1 fois par an, avec deux doses a 21 jours
d’intervalle (2 semaines avant le début de la saison de monte).

1. Gestion des semences bactériennes

a) Caractéristiques de la semence bactérienne

La semence consiste en une production homogéne et importante d’'une culture de C. fetus subsp. fetus ou
C. fetus subsp. venerealis, qui a été caractérisée de maniére précise quant a sa pureté et son identité et qui
a été conservée en petites fractions aliquotes.

b) Méthode de culture

La croissance initiale de la semence est obtenue en milieu semi-solide. C’est un milieu basique additionné
de 0,16 % d’agar. Le milieu de base est composé d’'un milieu de croissance Brucella (2,8 %), d’extrait de
levure (0,5 %), de succinate de sodium (1,2 %), et de chlorure de calcium (0,001 %). Ce milieu initial est
conservé 3 jours a 37 °C dans les conditions atmosphériques spécifiées (voir Section B.1.d.ii.). La culture
bactérienne en croissance est transférée dans des tubes supplémentaires contenant le milieu semi-solide et
incubée pendant 48 h. La culture bactérienne en croissance qui en résulte est utilisée pour la production de
vaccins.

Cette culture est conservée a 4 °C.

c) Validation de la semence candidate comme semence vaccinale

La semence bactérienne doit étre indemne d’organismes de contamination. Sa pureté doit étre vérifiée par
une méthode valide de mise en culture.

Il n’est pas facile de tester I'efficacité du vaccin dans des conditions de laboratoire. L’efficacité est évaluée
sur le terrain sur base d’observations épidémiologiques.

2. Méthode de fabrication

La culture bactérienne initiale est ensemencée dans un milieu de culture composé d’un milieu de base additionné
de 0,025 % de thioglycollate. Ces cultures sont incubées a 37 °C pendant 24 h sous agitation a 80 tours/min. Les
liquides sont récupérés et du formol est ajouté & une concentration finale de 0,2 % (0,74 g/litre).

Le vaccin est mélangé a un adjuvant sous forme d’émulsion huileuse pour allonger la période d'immunité.
3. Controle en cours de fabrication

L’identité de la bactérie du lot doit étre vérifiée par mise en culture et identification, de méme que I'absence de
germes contaminants.

4. Controle des lots

a)  Stérilité

Les tests de stérilité et d’absence de contamination par du matériel biologique sont décrits au Chapitre
1.1.9., « Contrble de la stérilité ou de I'absence de contamination des matériels biologiques ».

b) Innocuité

Le processus d’inactivation doit étre total et la méthode de vérification de I'inactivation doit étre validée avant
son emploi. L'inactivation est vérifiée par I'inoculation de I'équivalent d’'une dose de vaccin préparé sur le
méme milieu et dans les mémes conditions que celles définies lors du processus de production. Cette
culture est incubée pendant 72 h dans les mémes conditions. Aprés ce temps il ne doit y avoir aucune
évidence de croissance bactérienne. Le produit final doit aussi étre indemne de bactéries vivantes et de
contaminants fungiques lors de tests de culture appropriés.
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<)

a)

b)

Deux cobayes sont inoculés avec 2 ml de produit, soit par voie intramusculaire, soit par voie sous-cutanée.
lls ne doivent pas présenter de réactions, attribuables au vaccin, pendant les 7 jours d'observation qui
suivent I'inoculation.

Activité

La capacité du vaccin a induire une réponse humorale est testée chez le lapin par mesure de la
séroconversion. Les titres de sérum sont mesurés par immunofluorescence ou par un test d’agglutination.
Cing lapins séronégatifs, a la dilution de sérum 1/100, sont vaccinés par voie sous-cutanée avec la moitié de
la dose utilisée chez les bovins a raison de 2 injections a 14 jours d’intervalle. Le sérum d’au moins 4 lapins,
récolté 14 jours apres la seconde injection, doit montrer une augmentation du titre en anticorps d’un facteur
4.

Controles du produit fini

Innocuité

Voir section C.4.b.

Activité

Voir section C.4.C.
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