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RESUME : Mycoplasma bovis est fréquemment isolé en Belgique chez les bovins présentant des troubles
respiratoires. Il est souvent associé aux pasteurelles et au virus respiratoire syncytial bovin, démontrant le
caractére multifactoriel des pathologies respiratoires, la complexité de leur diagnostic, de leur prophylaxie
et de leur thérapie. En raison de la fréquence élevée des souches multirésistantes, il est donc primordial
d'optimaliser la prophylaxie soit par un vaccin soit par le respect des regles d'hygiéne et de gestion des
troupeaux.

La compréhension des mécanismes d'adhésion de M. bovis aux cellules de I'héte est essentielle. Nous
avons ainsi montré in vitro que I'adhésion est fonction (i) de la souche bactérienne, (ii) de son nombre de
passages en culture et (iii) de la lignée cellulaire utilisée lors des tests d'adhésion. La souche de référence
PG45 s'est avérée non représentative de la plupart des souches de terrain, probablement en raison du
nombre élevé de passages subis en milieu de culture inerte. Enfin, M. bovis est capable d'adhérer spécifi-
guement sur des cellules épithéliales bronchiques bovines en culture primaire au moyen de plusieurs pro-

téines dont les protéines variables de surface C et F.

INTRODUCTION

Les mycoplasmes constituent un uni-
vers bactérien particulier dont les
mystéres s éucident peu apeu. llsont
été souvent négligés vu leur isolation
et identification fastidieuses. Toute-
fois, I'implication de mycoplasmes
dans les pneumonies humaines a
incité les chercheurs a isoler, étudier
et comprendre la pathogénicité de ces
bactéries. En clinique bovine,
Mycoplasma  mycoides  subsp.
mycoides variant «Small Colony »,
agent de la péripneumonie conta-
gieuse bovine, est largement étudié vu
son impact économique dans les pays
en voie de développement. Dans les
pays indemnes de péripneumonie

contagieuse, Mycoplasma bovis
représente |’ espéce la plus pathogéne
et est responsable de pertes écono-
miques élevées dans les élevages
bovins (Pfltzner et Sachse, 1996).
Cette espéce pathogene est associée a
des bronchopneumonies, mammites,
infections génitales et arthrites chez
les bovins de tous &ges. Les derniéres
données concernant la fréquence de
M. bovisen Belgique ont été publiées
en 1983 et nécessitent une mise ajour
(Linden et al., 1998). Les études
consacrées a sa pathogénicité sont
rares et éparses, mais leurs résultats
soulignent les multiples stratégies
mises en ocauvre de ce micro-orga-
nisme au patrimoine génétique limité.

La premiére de ses propriétés patho-
géenes est I'adhésion aux cellules
eucaryotes. La compréhension et
I"identification des structures impli-
guées dans ce processus ouvriraient
de nouvelles perspectives de diagnos-
tic et de prophylaxie (Mainil et al.,
1998). Cependant, les connaissances
actuelles sur I’adhésion de M. bovis
sont faibles et peuvent étre résumées
delafacon suivante: il ne possede pas
de structure d’attachement particu-
liere; il est capable d'interagir avec
les neutrophiles et les lymphocytes; il
envahit I’ épithélium respiratoire et est
capable d'adhérer aux cellules
embryonnaires pulmonaires bovines.
Cette adhésion a été étudiée quant asa
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Tableau |: Comparaison entre les cultures obtenues a partir des écouvillons nasaux et des lavages broncho-alvéolaires (LBA) récoltés
chez des bovins atteints de troubles respiratoires récurrents (données pairées). Les sensibilités et spécificités de I'écouvillon nasal par rap-
port au lavage broncho-alvéolaire sont également représentées; d'aprés Thomas et collégues (2002a).

Ecouvillon nasa

. Ecouvillon ) - o
LBA positif . LBA négatif Sensibilité (%) Spécificité (%)
nasal positif
M. bovis (n = 49)? 14(3)* 5(3) 35(33) 21,4 94,3
M. bovirhinis
18(10) 20(10) 31(21) 55,6 67,7

(n=49)
M. arginini

3(0) 0(0) 46(46) ND 100,0
(n=49)
M. alkalescens

3(0) 0(0) 46(46) ND 100,0
(n=49)

*Les nombres entre parenthéses indiquent le nombre d'animaux chez lesquels I'écouvillon nasal et le lavage broncho-alvéolaire donnent les mémes résultats;
a = nombre de données pairées; — ND, non déterminé vu le faible nombre de LBAs positifs (n = 3).

cinétique et a I'implication de pro-
téines dont les protéines variables de
surface (vsp) (Sachse et al., 1996;
2000). Cependant, ces expériences et

Tableau I1. Fréquencesindividuelles des mycoplasmes respiratoires et d'Arcanobacterium pyo-
genes chez 50 jeunes bovins cliniquement sains, 110 jeunes bovins atteints de troubles respira-
toires récurrents et 20 jeunes bovins atteints de troubles respiratoires aigus; d'apres Thomas et
collaborateurs (2002b).

les résultats qui en découlent concer- Cliniquement ; ;ﬂlﬁéﬁs&s Troubles
nent essentiellement la souche de n=180 sains récurrents respiratoires aigus
référence PG45 qui a été isolée en =20 n=110 =2
1962 et qui a été repiquée un grand ] . .
nombre de fois en milieu de culture wblEsie Y i) LB
inerte. M. dispar ND 30 (45,5 %)* ND

i b
Les objectifs de nos travaux se répar- M. canis ND 6 (10,7 %) ND
tissaient en deux grands thémes. Le M. bovirhinis 8 (16,0 %) 45 (40,9 %) 0
premier était consacré a déterminer la M. arginini 0 8 (7,3 %) 3 (15,0 %)
placg de. M. boyls dans Ie'complexe el 0 3(2.7%) 0
respiratoire bovin en Belgique et le M. bovioenitali
second a étudier les mécanismes de o LS um 0 0 0
I’adhésion de M. bovis aux cellules Acholeplasma laidlawii 0 0 0
eucaryotesin vitro. Ureaplasma diversum ND 8 (14,8 %)° ND
La premiere partie était subdivisée en Arcanobacterium pyogenes 0 9 (8,2 %) ND

trois études dont les objectifs étaient
les suivants:

1. déterminer la méthode de préléve-
ment qui, sur le terrain, permet

Echantillons examinés pour M. dispar (n = 66)a, pour M. canis (n = 56)b, pour Ureaplasma diversum (n = 54)c
et pour Arcanobacterium pyogenes (n = 4)d — ND : non déterminé.

Tableau I11: Associations des mycoplasmes avec le BRSV et Pasteurella/Mannheimia
spp. ; d'aprés Thomas et collégues (2002a).

d’isoler M. bovis le plus efficace- Poumons
Poumons BRSV - -
ment du tractus respiratoire bovin : positifs Pastwrellaqun_nhama
chez des animaux atteints de n=38 Spp.-positifs
troubles respiratoires; - n=51*

2. déterminer I'importance de M. L EevE 4 (10,5 %) 29 (56,9 %)
bovis dansle complexe respiratoire _ a
bovin en Belgique par latechnique M. dispar 3(7,8%) 15 (34,9 %)
de prelevement déterminée au  yreaplasma diversum 4 (10,5 %) 7(28,0%)°
point 1; L

0, 0,

3. évaluer la susceptibilité des sou- M. bovirhinis 2(53%) 22 (431%)

ches de M. bovis isolées récem- M. arginini 5 (13,2 %) 4(7,8 %)

ment du tractus respiratoire bovin a
dix substances antibiotiques.
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Echantillons examinés pour M. dispar (n = 43)a et pour U. diversum (n = 25)b; — *49 Pasteurella/Mannheimia
Spp. isolées de jeunes bovins atteints de troubles respiratoires récurrents et 2 de poumons pathol ogiques.



Tableau IV : Susceptibilité de 40 souches belges de M. bovis vis-a-vis de 10 antibio-

tiques : écarts et concentrations minimales (initiales) inhibitrices 50 et 90 (Cllsg et Cllgo)

calculées a partir de 40 souches de M. bovis.

Antibiotique ClIl (pg/ml)
Ecart gz Cllg
Danofloxacine 0,125-8 0,5° 1°
Enrofloxacine 0,25-8 0,5 2
Marbofloxacine 0,25-8 1 2
Tétracycline <0,03->64 1 64
Oxytétracycline 0,5-64 2 32
Tylosine 0,06->64 2 >64
Tiamuline <0,03-4 0,06 1
Gentamicine 2->64 8 32
Spectinomycine 0,03->64 1 >64
Lincomycine 0,25->64 2 >64

aCllsp et PCllgg : Cll pour laquelle 50 % ou 90 % des souches sont susceptibles, respectivement.

Tableau V : Comparaison des taux d'adhésion (%) sur les cellules EBL, EBTr, MDBK et

RK avant et apres passages en milieu de culture inerte de trois souches de M. bovis;
d'apres Thomas et collaborateurs (2003a).

Souche/ Lignée cellulaire

Passage” EBL EBTr MDBK RK
9585/P7° 135+04° 84+04 12,1 £05 15,1+ 0,8
9585/P98 80+05* 55+0,6* 89+13* 85+08*
2083/P7 154+ 0,6 79+09 16,2+ 1,0 191+0,9
2083/P98 86+03* 35+03* 90+12* 112+12*
2610/P7 14,7+ 0,7 113+11 126+1.2 16,1+ 1,0
2610/P116 29+05* 1,8+05* 27+£03* 30£05*

a) Le nombre avant P indique la souche; b) P7 signifie 7éme passage, etc ; c) Moyenne + déviation standard a
partir de trois tests indépendants. Le taux d'adhésion au P7 est considéré comme valeur-controle ;
*Différence significative par rapport a la valeur-controle (P < 0,001).

Tableau VI : Effet de cing anticorps monoclonaux (MAb) spécifiques de M. bovis et de
deux sérums polyclonaux sur les taux d'adhésion de la souche de M. bovis 0435 aux cel-

Iules épithéliales bronchiques bovines (CEB) en culture primaire; d'apres Thomas et col-

légues (2003b).
Anticor ps Effet sur lestaux d'adhésion sur les CEB
MAb 1E5 -247% a+ 3,6 %
MAb 4D7 -23,0% a+7,1%
MADb 9F1 -32,6 % a- 34,0 %*
MAb 2A8 -21,9% a- 27,3 %*
MADb 4F6 -7,6% a-20,2%

Polyclonal anti-M. bovis

Polyclonal anti-M. dispar

-35,7 % a- 45,3 %*
-1,7%a-135%

Tests d'adhésion réalisés a 37°C pendant 30 min; Moyennes et déviations standards calculées a partir de trois
tests indépendants; - et + pour réduction et augmentation des taux d'adhésion respectivement ;

*réduction significative (P < 0,05).

La seconde partie du travail visait a
étudier, in vitro, I’adhésion de M.
bovis aux cellules de I'hbte et était
subdivisée en deux études dont les
objectifs étaient les suivants:

1. évaluer la représentativité de la
souche de référence PG45 de M.
bovis quant a sa capacité d’' adhé-
sion aux cellules de I'héte en cul-
ture;

2. caractériser |'adhésion de M.
bovis sur une culture primaire de
cellules épithéliales bronchiques
bovines et identifier I'(les) adhé-
sing(s) incriminée(s).

MATERIEL ET METHODES
Premiére partie

Afin d'atteindre les trois premiers
objectifs, nous avons, dans un pre-
mier temps, comparé les isolements
de mycoplasmes par diverses tech-
niques de prélevement dont |’ écou-
villonnage nasal, le lavage broncho-
alvéolaire et la section pulmonaire en
post mortem, ainsi que I’ écouvillon-
nage nasal et le lavage broncho-
alvéolaire en ante mortem (Thomas et
al., 2002a). Dans un deuxiéme temps,
nous avons déterminé les fréquences
d’isolement de mycoplasmes a partir
de lavages broncho-alvéolaires(LBA,
n=388) chez desbovinsvivants, clini-
guement sains ou atteints de troubles
respiratoires aigus et récurrents, ains
gu’a partir de poumons macroscopi-
guement sains ou pathol ogiques. Neuf
especes de mycoplasmes ont été
recherchées par culture, ELISA
Sandwich (Ball et al., 1994; Thomas
et al., 2002b) et immunobinding sur
membrane de filtration (Poumarat et
al., 1991). De plus, nous avons étudié
I’ association de M. bovisau virusres-
piratoire syncytia bovin (BRSV), a
Arcanobacterium pyogenes et aux
pasteurelles, Mannheimia haemoly-
tica et Pasteurella multocida (Thomas
et al., 2002b). Dans un troisieme
temps, quarante souches de M. bovis,
isolées récemment en Belgique, ont
été étudiées quant a leur susceptibilité
a dix antibiotiques (danofloxacine,
enrofloxacine, gentamicine, lincomy-
cine, marbofloxacine, oxytétracy-
cline, spectinomycine, tétracycline,
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tiamuline, tylosine) par la technique
des concentrations minimales inhibi-
trices (CMI) en milieu liquide
(Hannan, 2000).

Deuxiéme partie

Dans la deuxieme partie de notre
étude, nous avons comparé 16 souches
marquées radioactivement (Sachse et
al., 1993) et isolées de pneumonies,
mammites ou arthrites a la souche de
référence PG45, a une souche lapine
et a une souche bovine isolée d’'un
animal asymptomatique; ces trois
derniéres souches formant un groupe
«contrélex». Ces comparaisons ont été
effectuées sur 4 lignées cellulaires:
embryonnaire pulmonaire bovine
(EBL), embryonnaire trachéale bovine
(EBTr), rénale bovine (MDBK,
Madin Darby bovine kidney) et rénale
lapine (RK, rabbit kidney). L’ effet du
nombre de passages en milieu de cul-
tureinerte a également été analyse sur
les différentes lignées (Thomas et al.,
20034). Ces résultats ont été confron-
tés a ceux obtenus sur des cultures
primaires de cellules épithéliales
bronchiques bovines. La nature de
I’adhésion de M. bovis a été analysée
par trypsinisation des mycoplasmes et
par inhibition de |’ adhésion par divers
anticorps (Thomas et al., 2003b).

RESULTATS
Premiérepartie

La comparaison entre les trois
techniques de prélévement a mis en
évidence la faiblesse de I'écouvillon
nasal pour I'isolement de myco-
plasmes, et principalement de
M. bovis chez des animaux atteints de
troubles respiratoires profonds (tab-
leau I). Par contre, le LBA a permis
I’isolement de M. bovis dans tous les
poumons positifs pour M. bovis. Cette
étude a confirmé I’intérét de cette
technique en routine pour |’isolement
de M. bovis lors de pathologies
respiratoires bovines.

Ainsi, 76,4% des LBAs prélevés chez
des bovins atteints de troubles respira-
toires étaient infectés par des myco-
plasmes contrairement aux 16,0%
observés chez les bovins sains.
M. bovis n’a pas é¢é identifié chez ces
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derniers dors qu'il était présent chez
35,5% des cas récurrents et 50,0% des
casaigus (tableau ). L' association de
M. bovis avec d' autres mycoplasmes
était fréquente de méme que celle avec
des pasteurelles (tableau I11). M. bovis
a été isolé frequemment (28,6 %) dans
des poumons pathologiques et rare-
ment dans des poumons macroscopi-
guement sains (2,0%). L’ association
de M. bovis avec le virus respiratoire
syncytial bovin (BRSV) était par
contre moins frégquemment observée
(10,5%) (tableau I11).

Enfin, de nombreuses souches belges
de M. bovis isolées récemment du
tractus respiratoire bovin étaient mul-

tirésistantes (tableau 1V). La tiamu-
line et les fluoroquinolones étaient les
antibiotiques les plus efficaces contre
la plupart des souches.

Deuxieme partie

Les résultats repris dans la figure 1
illustrent la variahilité des capacités
d’ adhésion entre les diverses souches.
Nous n’observons pas de différence
significative entre les 3 groupes
(pneumonie, mammite, arthrite) alors
gue nous en observons une entre ces
trois groupes et le groupe «controle,
comprenant la souche PG45, la
souche lapine et la souche asympto-
matique, quelle que soit lalignée cel-
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Figure 1: Taux d'adhésion (%) de différentes souches de M. bovis sur leslignées cellulaires EBL et EBTr ; d'apres

Thomas et collégues (2003a).

Valeurs moyennes et déviations standards calculées a partir de troistests d'adhésion indépendants ; adhésion réa-
lisée durant 30 minutes a 37°C ; mycoplasmes marqués radioactivement selon Sachse et collaborateurs, 1993.
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Figure 2: Taux d'adhésion (%) de différentes souches de M. bovis sur des cellules épithélial es bronchiques bovines
en culture primaire et sur les cellules EBL ; d'apres Thomas et collaborateurs (2003b).

Valeurs moyennes et déviations standards calculées a partir detroistests d'adhésion indépendants ; adhésion réa-
lisée durant 30 minutes a 37°C ; mycoplasmes marqués radioactivement selon Sachse et collaborateurs, 1993.




lulaire (figure 1). Néanmoins, |es taux
d’'adhésion étaient systématiquement
plus faibles sur les cellules trachéales
que sur les cellules pulmonaires
bovines. La faible adhésion de PG45
peut étre due au grand nombre de pas-
sages de cette souche puisque nous
observons une diminution significa-
tive de I’ adhésion lors d’ une augmen-
tation du nombre de passages (plus de
100) (tableau V). Ces différentes
observations ont été confirmées sur
culture primaire de cellules épithé-
liales bronchiques bovines (figure 2).
La trypsinisation des mycoplasmes
diminue significativement leur taux
d’ adhésion sur les cellules épithéliales
bronchiques bovines en culture pri-
maire, suggérant I'implication de pro-
téines dans cette interaction.
L’inhibition de I'adhésion par des
anticorps dirigés notamment contre
lesvsps C et F (2A8 et 9F1 respective-
ment) confirme I’implication de plu-
sieurs protéines dans cette premiére
étape de I’infection (tableau V1).

CONCLUSIONS

M. bovis est fréguemment isolé en
Belgique chez les bovins présentant
des troubles respiratoires. Il est sou-
vent associé aux pasteurelles et au
virus respiratoire syncytial bovin,
démontrant le caractére multifactoriel
des pathologies respiratoires, la com-
plexité de leur diagnostic, de leur pro-
phylaxie et de leur thérapie. Enraison
de la fréquence élevée des souches
multirésistantes, il est donc primor-
dial d’'optimaliser la prophylaxie soit
par un vaccin soit par le respect des
regles d’ hygiéne et de gestion des
troupeaux.

La compréhension des mécanismes

d’adhésion de M. bovis aux cellules
de I'hote est essentielle. Nous avons

ains montré que I’ adhésion est fonc-
tion de la souche bactérienne, de son
nombre de passages en milieu de cul-
ture inerte et de la lignée cellulaire
utilisée. Deplus, M. bovisest capable
d’ adhérer sur des cellules épithéliales
bronchiques bovines en culture pri-
maire au moyen de plusieurs pro-
téinesdont lesvsps C et F. Cette adhé-
sion est spécifique vu lasaturation des
récepteurs et I'inhibition de I’adhé-
sion par des mycoplasmes non radio-
actifs (Thomas et al., 2003b).

REMERCIEMENTS

Nous remercions le Ministere Fédéral
Belge de I’ Agriculture et SPSA pour
leur soutien financier, les firmes
Pfizer, Vétoquinol et Bayer pour nous
avoir procuré respectivement la dano-
floxacine, lamarbofloxacine et |’ enro-
floxacine. Nous remercions le Dr
Poumarat (AFSSA, Lyon, France)
pour son aide scientifique ainsi que les
Dr Desmecht (Pathologie Spéciale,
FMV, ULg, Liege, Belgique), Coghe
(Physiologie, FMV, ULg, Liege,
Belgique) et Schreiber (CER, Marloie,
Belgique) pour les prélévements.

Mycoplasma bovis in the
bovine respiratory disease
complex and its in vitro cytad-
herence

SUMMARY

Mycoplasmas frequently infect
cattle, causing especially respi-
ratory diseases. Mycoplasma
bovis is the most important
pathogenic species in countries
free of bovine contagious pleuro-

pneumonia. This species was
frequently isolated in Belgium
from cattle with respiratory
disease. Furthermore, associa-
tions were often observed with
pasteurellas and bovine respira-
tory syncytial virus. Of these M.
bovis isolates, many were resis-
tant to several antimicrobial
agents which are used in cattle
practice, except to fluoroquino-
lones. Inasmuch the high fre-
guency of M. bovis isolation and
antibiotic resistances, it is very
important to understand the
pathogenicity of this bacteria in
order to optimize prophylactic
tools. Therefore, the study of the
cytadherence of M. bovis is
essential since it represents the
first step of the bacterial infec-
tion. According to our experi-
mental results, PG45 is not
representative of field isolates
because of its low adherence
rates to various cell lines. This
could be explained by the high
number of subcultures of this
pathogenic strain underwent
since its first isolation, which
sharply contrasts with other iso-
lates. M. bovis adheres specifi-
cally to bovine bronchial epithe-
lial cells in primary culture.
Proteins such as variable sur-
face proteins C and F are invol-
ved in this step as observed by
decreased adherence rates after
trypsinization of mycoplasma
cells or addition of monoclonal
antibodies.
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