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Les infections bactériennes affectent la filiere
avicole a tous les stades de production, repré-
sentent d'importantes causes de pertes écono-
miques et sont des motifs de saisie fréquents
a l'abattoir. Les bactéries particuliéerement im-
pliquées sont Escherichia coli (toutes espéces
concernées), Ornithobacterium rhinotracheale
(dindes), Staphylococcus aureus (toutes especes
concernées), Enterococcus cecorum (poulets) ou
encore Riemerella anatipestifer et Pasteurella
multocida (canards).

Tandis qu’'une antibiothérapie peut étre mise en
place a titre curatif, une prophylaxie vaccinale
s'impose le plus souvent dans les élevages, par-
ticulierement chez les reproducteurs. Des auto-
vaccins peuvent avantageusement compléter
ou remplacer un vaccin avec AMM (p. ex., Poul-
vac E. coli pour les colibacilles, Cevac Landavax
pour Pasteurella multocida). Dans un contexte
de surveillance accrue des antibiorésistances
bactériennes (plan écoantibio 2 - 2017-2021), le
recours aux autovaccins peut également partici-
per a limiter l'utilisation des antibiotiques.

Plus de cent millions de doses d‘autovaccins
sont produites annuellement, principalement a
destination des filiéres avicoles (69%), piscicoles
(30%) et porcines (1%) (Anses, 2013) démontrant
I'importance de cet outil dans la lutte contre les
maladies bactériennes. L'efficacité de la straté-
gie autovaccinale est peu documentée dans la
littérature scientifique et peut étre contradictoire
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entre par exemple une efficacité avérée sur des
poules pondeuses (Landman et al., 2017) ou non
significative sur des reproducteurs de la filiere
chair (Li et al,, 2017). L'homologie entre la souche
d'épreuve et la souche autovaccinale semble
étre primordiale ce qui implique la nécessité
d’'une caractérisation fine des souches d'inté-
rét. Plusieurs autres facteurs sont déterminants
dans la réalisation d'un autovaccin efficace (Ghu-
naim et al, 2014) tels que le type d'adjuvant, la
meéthode d'inactivation de la souche, le mode et
la fréquence d'administration et I'age de I'animal
au moment de la vaccination. |l est a noter que
l'utilisation de cette stratégie chez des animaux
de rente, sur lesquels des données de production
trés précises sont disponibles, permettent d’éva-
luer favorablement I'efficacité économique des
autovaccins (réduction des lésions a l'abattoir,
de I'expression clinique de la maladie, de la mor-
talité, des traitements antibiotiques).

La caractérisation des souches au laboratoire
repose principalement sur le sérotypage. Le
sérotypage permet de caractériser les souches
sur la base de leurs antigénes de surface (p. ex.,
déterminants antigéniques somatiques (O), fla-
gellaires (H) et capsulaires (IK) pour Escherichia
coli, déterminants antigéniques somatiques (H,
Heddleston ou N, NamioRa) pour Pasteurella
multocida). Dans le cas d'Escherichia coli, envi-
ron la moitié des souches pathogénes pour la
volaille (APEC, Avian Pathogenic E. coli) appar-
tiennent aux sérotypes OI, 02, O5, 08, 018 et
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078 (Schouler et al., 2012). Les sérotypes classi-
quement identifiés par agglutination au labora-
toire (Finalab) sont O1, O2 et O78. Il existe donc
un certain nombre de souches non sérotypables
que l'on peut depuis récemment analyser par
gen-O-typage moléculaire (Labofarm-Finalab)
afin d'accéder a la détermination d'une vingtaine
de sérovars complémentaires (p. ex. O5, 08, 018,
045, 088). Le sérotype a lui seul ne reflete pas
obligatoirement le caractere virulent de la souche.
Des analyses complémentaires sont le plus sou-
vent réalisées afin de caractériser plus avant les
souches supposés pathogénes telles que la réa-
lisation d'antibiogrammes (Finalab) permettant
de mettre en évidence des phénotypes de résis-
tance aux antibiotiques (p. ex., présence d'une
béta-lactamase a spectre étendu) et la recherche
de génes exprimant des facteurs de virulence
(1 facteurs de virulence, Labofarm-Finalab,
Robineau et al.,, 2010).

Il apparait a nouveau que toutes les souches pa-
thogénes ne peuvent étre caractérisées par ces
différentes méthodes. Aussi, le laboratoire Bio
Chéne Vert (Finalab) a développé une nouvelle
méthode de typage moléculaire par spectromé-
trie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight).

La spectrométrie de masse va intervenir dans
I'identification de la souche présumée patho-
gene, responsable de la pathologie (analyse
étiologique préalable indispensable) et dans sa
caractérisation (typage), afin de participer a la
sélection de la (des) souche(s) autovaccinale(s).

Brievement, la spectrométrie de masse MALDI-
TOF permet l'identification des micro-organismes
a I'aide d’'empreintes moléculaires uniques (Wolk
et al.,, 2018) (Figure 1). Le spectrométre de masse
effectue des mesures sur les protéines abon-
dantes qui se trouvent dans chaque micro-orga-
nisme (protéines ribosomales, protéines de liai-
son a I'’ADN). Les profils caractéristiques de ces
protéines sont utilisés pour identifier de maniere
fiable et précise un micro-organisme, en compa-
rantson profilaune banque de données contenant
des milliers de profils caractéristiques d'espéces
bactériennes, fongiques ou encore de levures.
Cette comparaison permet de déterminer l'iden-
tité du micro-organisme d'intérét jusqu‘au niveau
de l'espéce. Le systéme est précis, reproductible
et s'applique a un large éventail de micro-orga-
nismes. || peut donc remplacer avantageusement
I'identification traditionnelle notamment pour les
germes pathogénes opportunistes émergents
qui peuvent se révéler difficiles a identifier sur la

78

seule base de tests biochimiques. Par ailleurs, ce
systéeme d'identification est plus rapide que les
méthodes conventionnelles.

C'est alafin des années 1990 que se développent
les technologies de spectrométrie de masse ap-
pliquées a la biologie moléculaire. En 1996, une
premiéere étude relate la possibilité d'identifier
des micro-organismes intacts par spectromé-
trie de masse MALDI (Holland et al., 1996). Les
premiers systémes sont utilisés a des fins de
recherche a partir de 2004 et une solution tota-
lement intégrée est disponible a partir de 2008
pour les laboratoires publics et privés (systéme
MALDI-Biotyper, Bruker Daltonics, Allemagne).
Les développements technologiques se sont ini-
tialement focalisés vers une amélioration de la
couverture d‘identification a de nombreux micro-
organismes (plus de 2300 espéces a ce jour). La
spectrométrie de masse a également été évaluée
pour l'identification directe de micro-organismes
dans des fluides biologiques complexes tels que
I'urine et les hémocultures, réduisant significa-
tivement les délais d'identification (Theparee et
al, 2018 ; Faron et al., 2017). Depuis ces dernieres
années, les développements s’orientent vers des
applications plus spécifiques telles que le typage,
I'épidémiologie et la détection de mécanismes de
résistance aux antibiotiques (Sanguinetti et al,
2016).

Le typage des bactéries par spectrométrie de
masse MALDI-TOF (MALDI-typage) représente
une alternative aux solutions de typage molécu-
laire, plus complexes a mettre en ceuvre, telles
que l'électrophorése en champ pulsé (PFGE) et
I'analyse de séquence multi-locus (MLST). La dis-
crimination des souches par MALDI-typage pré-
sente une concordance avec les typages PFGE et
MLST (Giacometti et al., 2018).

La caractérisation de bactéries pathogenes
par MALDI-typage est encourageante et des
résultats intéressants ont pu étre obtenus, par
exemple pour différencier les souches Esche-
richia coli du phylogroupe B2 regroupant les
souches extra-intestinales les plus virulentes
(Clark et al., 2013, Sauget et al., 2014), les isolats
pathogénes MLST-CC22/42 de I'espéce Campy-
lobacter jejuni (Zautner et al., 2013) ou encore les
5 complexes clonaux majeurs de Staphylococcus
aureus résistants a la méthicilline (MRSA) (Wol-
ters, 2011, Josten, 2013, Ostergaard, 2015). La ca-
ractérisation des bactéries par spectrométrie de
masse MALDI-TOF peut se focaliser également
sur la détection précoce de mécanismes d‘anti-
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biorésistance, telles que l'expression d’‘enzymes
de type [3-lactamase par détection de I'hydrolyse
de I'antibiotique (Vrioni et al, 2018). Un profil de
susceptibilité aux antibiotiques pourrait étre ob-
tenu le jour de l'identification.

Le MALDI-typage est utilisé depuis 5 ans au
laboratoire Bio Chéne Vert (Finalab) sur de nom-
breuses bactéries d'intérét en biologie vétérinaire
(Actinobacillus pleuropneumoniae, Enterococcus
cecorum, Escherichia coli, Haemophilus para-
suis, Mycoplasma synoviae, Pasteurella multo-
cida, Staphylococcus aureus, Streptococcus suis,
Vibrio harveyi, etc.) (Photo 1). Les comparaisons
des empreintes moléculaires normalisées per-
mettent de déterminer des homologies entre les
souches et de mettre en évidence des groupes
de proximité moléculaire, les MALDI-types (Fi-
gure 2). Il est intéressant de noter que certains
sérovars peuvent étre distribués sur plusieurs
MALDI-types, mettant en évidence I'hétérogénéi-
té des souches. Dans le cadre du choix d'une ou
plusieurs souche(s) autovaccinale(s), il est pos-

sible de compiler les informations de sérotype,
gen-O-type (si nécessaire), antibiotype, virulo-
type et MALDI-type afin de se placer dans une
sélection de souches autovaccinales couvrant
la diversité des souches de I'élevage (approche
homologue).

La nécessité de typer les micro-organismes va
augmenter dans un futur proche car nous assis-
tons a I'émergence de souches hypervirulentes
et/ou multirésistantes qui représentent une pro-
blématique majeure de santé publique (humaine
comme Vvétérinaire). Parce que les méthodes
conventionnelles de typage restent difficiles de
mise en ceuvre et couteuse, le typage est actuel-
lement réservé a une faible cohorte d'isolats.
Ces situations cliniques nécessitent un outil de
typage rapide pour confirmer la propagation d'un
germe ciblé. Le MALDI-typage, s'il n'est pas la so-
lution ultime, permet de discriminer rapidement
les sous-groupes majeurs de multiples micro-or-
ganismes d'intérét.
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Figure 1 : Spectre de Masse. Source : Laboratoire Bio Chéne Vert
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Figure 2 : Dendrogramme de classification (souches Escherichia coli, n=37)
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