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RESUME : Les mammites a Staphylococcus (S.) aureus sont considérées comme l'une des
maladies majeures chez les vaches laitiéres, causant de lourdes pertes économiques princi-
palement dues a la réduction de la qualité et de la quantité de lait produit. Elles se caractéri-
sent fréquemment par des formes subcliniques et chroniques, rendant leur diagnostic et leur
controle difficile. La pathogénie des infections mammaires a S. aureus n’est pas encore com-
pléetement élucidée, mais comprend notamment l'intervention de nombreux facteurs de viru-
lence tels que des toxines, et des protéines ou des polysaccharides de surface. De nombreux
vaccins ont été développés en ciblant ces facteurs essentiels a I’établissement des mammites
a S. aureus. Ces différentes approches vaccinales sont présentées et classifiées en fonction
du type d’antigéne utilisé. Par ailleurs, les stratégies vaccinales développées en médecine
humaine, potentiellement transposables aux infections mammaires bovines, sont également
abordées. Cependant, aucune approche vaccinale n’a a ce jour permis de prévenir efficace-
ment les mammites bovines a S. aureus. L’induction d’une réponse essentiellement humorale
ainsi qu’une couverture antigénique inadaptée pourraient étre responsables du manque de

protection observé lors de la majorité des essais vaccinaux contre S. aureus.

1. INTRODUCTION

1.1 Les mammites

Les mammites consistent en une
inflammation de la glande mammaire,
le plus souvent développée en réponse
a une infection bactérienne intramam-
maire. Elles constituent la pathologie
la plus fréquente et la plus colteuse
rencontrée en ¢levage laitier (Seegers
et al., 2003). Les infections subcli-
niques sont responsables d’environ
80 % de I’ensemble des pertes écono-
miques associées aux mammites, liées
a une réduction de la production et de
la qualité du lait, ainsi qu’aux cofits de
traitements et de préventions (Seegers
et al., 2003 ; Shim et al., 2004 ;
Petrovski et al., 2006). Le caractére
clinique ou non d’une mammite est
majoritairement influencé par le genre
et I’espéce de la bactérie pathogéne
(Rainard et Riollet, 2006). Les bacté-
ries coliformes sont souvent associées
a des mammites aiglies accompagnées
de symptomes cliniques. A 1’opposé,
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Staphylococcus aureus, bien que pou-
vant induire des mammites cliniques,
cause le plus fréquemment des mam-
mites subcliniques (Sutra et Poutrel,
1994 ; Sears et Mccarthy, 2003). Ces
mammites subcliniques a S. aureus
ont, de plus, tendance a devenir chro-
niques et a persister durant de longues
périodes de temps (Sears et Mccarthy,
2003). Chez les vaches laitiéres, les
mammites a S. aureus s’expriment
le plus souvent par une élévation du
taux de cellules somatiques dans le
lait, principalement liée a un afflux
des neutrophiles (Van Oostveldt et
al., 2001). Le caractére subclinique
de ces mammites et la capacité de
survie des S. aureus a I'intérieur des
cellules mammaires compliquent res-
pectivement le diagnostic de terrain
et I’isolement de la bactérie en labo-
ratoire (Brouillette e al., 2004 ; Von
Eiff et al., 2006). Lors d’antibiothéra-
pies, les taux de guérison associés aux
mammites a S. aureus sont générale-
ment faibles (Brouillette et al., 2004).

Enfin, bien que de nombreuses ¢tudes
vaccinales aient mis en évidence 1’in-
duction d’une réponse humorale, la
majorité des vaccins ne permet pas,
a ce jour, de prévenir I’infection de la
glande mammaire (Middleton, 2008).

1.2 La pathogénie des mammites
a S. aureus

Bien qu’elle ne soit pas complétement
¢lucidée, la pathogénie des mammites
a S. aureus permet de mieux compren-
dre les choix de cibles antigéniques et
de stratégies vaccinales, décrits dans
la littérature. De nombreux auteurs
ont décrit trois phases lors d’infection
a S. aureus : 1’adhésion aux cellu-
les de I’hdte et a la matrice protéi-
que extracellulaire, 1’invasion ou la
pénétration et I’évasion du systéme
immunitaire de 1’hdte (Kerro Dego et
al., 2002 ; Foster, 2005 ; Middleton,
2008). Lors de mammites, le réservoir
infecticux est composé par les glandes
mammaires des vaches infectées mais



également par la machine a traire et
potentiellement par la peau des trayons
(Roberson et al., 1994 ; Haveri et al.,
2008 ; Piccinini ef al., 2009). Le canal
du trayon représente le premier moyen
de défense (Capuco et al., 1994) et est
franchi par S. aureus lors de la traite,
permettant ainsi la dissémination des
bactéries a ’ensemble du parenchyme
mammaire (Sutra et Poutrel, 1994 ;
Kerro Dego et al., 2002). Aprés cette
intrusion, la premiére étape dans la
colonisation de la glande mammaire
consiste en 1’adhésion des S. aureus
aux cellules de I’héte et a la matrice
protéique extracellulaire. Cet attache-
ment permet aux bactéries de ne pas
étre évacuée par le flux physiologi-
que et inverse du lait. Les S. aureus
expriment de nombreux facteurs de
virulence impliqués dans la phase
d’attachement incluant notamment
les protéines se liant a la fibronectine
(FnBP), au fibrinogeéne (FgBP) et au
collagene (Cna) ainsi que les clumping
factor (CIf) A et B, I’acide teichoique
et certains composants des biofilms
(Clarke et Foster, 2006 ; Middleton et
al., 2009).

Apres cette phase d’adhésion, S. aureus
synthétise et sécrete de nombreux fac-
teurs, facilitant I’invasion et la péné-
tration du parenchyme mammaire, tels
que des toxines (les hémolysines, les
leucocidines) et des enzymes (sortase,
protéase, coagulase, lipase, hyaluro-
nidase) (Oviedo-Boyso et al., 2007,
Suriyaphol et al., 2009).

Enfin, I’évasion du systéme immuni-
taire implique de nombreux facteurs
de virulence dont les toxines superan-
tigéniques, la protéine A, la capsule
polysaccharidique, la production de
biofilms et la persistance intracellu-
laire de S. aureus (Sutra et Poutrel,
1994 ; Oviedo-Boyso et al., 2007). Les
toxines superantigéniques, comprenant
les entérotoxines et la toxine du choc
septique (TSST-1), sont capables de
lier directement le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de type 11
des cellules présentatrices d’antige-
nes aux récepteurs des lymphocytes T,
provoquant une prolifération incoor-
donnée des lymphocytes T et une
libération de cytokines pro-inflamma-
toires non spécifiques (Ferens et al.,
1998a ; 1998b ; Kuroishi et al., 2003).
La protéine A inhibe I’opsonisation
et la phagocytose médiées par les
anticorps dirigés contre S. aureus, en
fixant la fraction constante des immu-
noglobulines de type G (IgG) (Foster,
2005 ; Middleton, 2008). La capsule

polysaccharidique est exprimée durant
la phase de croissance post-exponen-
tielle (O’riordan et Lee, 2004). En plus
de faciliter I’adhérence de la bactérie
aux cellules endothéliales (P6hlmann-
Dietze et al., 2000), la capsule est
capable d’interférer avec la phago-
cytose des S. aureus (Thakker et al.,
1998) et pourrait masquer les antige-
nes de la paroi cellulaire (Risley et al.,
2007). Cependant, bien que la majo-
rité¢ de souches de S. aureus humaines
expriment une capsule, la production
de celle-ci par les souches bovines
semble plus variable, sous-tendant
une moindre contribution de ce fac-
teur dans la pathogénie et la chronicité
des mammites a S. aureus bovines
(Sompolinsky et al., 1985 ; Poutrel
et al., 1988 ; Guidry et al., 1997 ;
Sordelli et al., 2000 ; Tollersrud et al.,
2000). De plus, 1’absence de capsule,
en augmentant 1’internalisation des
S. aureus a I’intérieur des cellules de
I’héte, pourraient faciliter la chronicité
de ce type d’infection intramammaire
(Tuchscherr et al., 2005).

Les biofilms sont constitués de mul-
tiples couches de S. aureus comprises
dans une matrice formée majoritaire-
ment de polysaccharides mais égale-
ment de protéines et d’ADN (Fox et
al., 2005 ; Oliveira et al., 2006 ; Cue
et al., 2009). En plus de faciliter 1’ad-
hésion et la colonisation de la glande
mammaire par S. aureus, les biofilms
contribuent également a 1I’évasion du
systéme immunitaire, conduisant a
I’apparition d’infections persistantes
(Costerton et al., 1999 ; Vasudevan
et al., 2003 ; Cucarella et al., 2004 ;
Brouillette et al., 2005 ; Fox et al.,
2005). Les biofilms, a I’instar de la
capsule polysaccharidique, protége-
raient contre la phagocytose et per-
mettraient a S. aureus de résister aux
traitements antibiotiques (Cucarella et
al., 2004). Cependant, le pourcentage
de souches de S. aureus produisant
des biofilms in vitro varie fortement
d’une étude a I’autre (Vasudevan et al.,
2003 ; Fox et al., 2005 ; Dhanawade et
al., 2009 ; Melchior et al., 2009).

Enfin, plusieurs études ont également
démontré que S. aureus était capable
d'envahir et de survivre a I' inté-
rieur de cellules épithéliales mammai-
res (Almeidaetal., 1996 ; Bayles etal.,
1998 ; Atalla et al., 2009) et de résister
al'  activité bactéricide des cellules
phagocytaires (Hébert et al., 2000 ;
Voyich et al., 2005 ; Garzoni et Kelley,
2009). Parallélement, une sous-popu-
lation phénotypique de S. aureus intra-

cellulaires a été caractérisée par la fai-
ble taille et dénommeée sous le terme
de « small colony variants» (SCVs)
(Quie, 1969 ; Carter et Kerr, 2003 ;
Brouillette et al., 2004 ; Proctor et al.,
2006 ; Atalla et al., 2009 ; Mitchell et
al., 2010). Ces SCVs sont fréquem-
ment isolés lors d'infections chroni-
ques chez I'homme et chez le bovin,
et sont trés résistants a de nombreux
antibiotiques (Sompolinsky et al.,
1974 ; Proctor et al., 2006 ; Atalla et
al., 2008). La persistance de S. aureus
intracellulaires pourrait contribuer a
I'établissement d'infections chroniques
en permettant a la bactérie d'échapper
a l'action de nombreux antibiotiques
et du systéme immunitaire humo-
ral (Alexander et Hudson, 2001 ;
Brouillette et al., 2004 ; Deleo et
Otto, 2008). Enfin, il a été¢ récemment
démontré que le facteur alternatif de
transcription Sigma B influence posi-
tivement et parallelement l'apparition
de SCVs et la production de biofilms
(Mitchell et al., 2010).

2. LA VACCINATION

Les buts visés par la vaccination lors
des infections a S. aureus sont mul-
tiples et peuvent consister en (i) la
diminution de la sévérité des symp-
tomes cliniques, (ii) en la réduction
du taux cellulaire dans le lait ou (iii)
en la réduction du nombre de cas de
mammites a S. aureus au sein d’une
exploitation. Cependant, bien que les
mammites bovines a S. aureus puissent
ponctuellement prendre un caractere
aigu voire suraigu, la majorité de ces
infections ont fréquemment tendance
a persister sous la forme de mammites
chroniques et subcliniques. De part
cette caractéristique majeure, 1’impor-
tance de ces infections réside princi-
palement dans le fait qu’elles sont a
I’origine d’importantes pertes écono-
miques. Au vu de I’aspect fortement
contagieux de ce type d’infections, les
objectifs principaux de la vaccination
contre S. aureus consiste chez le bovin
en la réduction du taux cellulaire des
vaches atteintes et en la prévention de
nouveaux cas de mammites a S. aureus
au sein d’une exploitation (Middelton,
2008).

Deux modes d’immunisation sont pos-
sibles : I'une passive a ’aide d’anti-
corps mono- ou polyclonaux et I’autre
active, a I’aide d’antigénes. De part
les buts a atteindre évoqués précé-
demment, la immunisation passive
ne présente que peu d’intérét dans le
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cadre des mammites a S. aureus. Dés
lors, cette revue sera principalement
consacrée a la vaccination active. Ce
type de vaccination nécessite trois
¢éléments essentiels : (i) un antigéne
contre lequel une réponse immune
adaptative est générée, (ii) une sti-
mulation du systéme immunitaire
inné destiné a potentialiser la réponse
antigene-spécifique (adjuvant) et (iii)
un systeme de délivrance assurant le
dépdt adéquat de ’antigéne et 1’adju-
vant (figure 1) (Ulmer ef al., 20006).

La recherche de vaccins contre les
mammites a S. aureus a débuté il y a
prés d’un demi-siécle, et I’ensemble
de ces vaccins peuvent étre classifié
selon le type d’antigeéne utilisé. Les
diverses approches vaccinales ont été
développées soit a partir du microor-
ganisme entier (bactéries atténuées
ou inactivées, ou extraits totaux bac-
tériens), soit a partir d’un fragment
sous-unitaire de la bactérie, pouvant
étre de nature protéique ou polysac-
charidique (figure 2).

2.1 Vaccination contre la bacté-
rie entiére

Le plus simple des vaccins consiste
en ’utilisation de microorganismes
entiers (atténués ou inactivés) ou de
lysats produits a partir de ces derniers,
associés ou non a des adjuvants. En
médecine vétérinaire, 1’utilisation de

ce type de vaccins a été abondamment
étudiée dans le cas des mammites a
S. aureus et un de ceux-ci a été com-
mercialisé¢ a partir des années 1970
(Lysigin®, Boehringer Ingelheim)
(Middleton et al., 2006).

2.1.1 Vaccins atténués

Différentes équipes a travers le monde
ont mis au point des vaccins atténués
contre S. aureus (figure 2). Ce type
de vaccination présente 1’avantage
de mimer une infection naturelle et
d’inclure 1’ensemble des éléments
clés nécessaires a 1’induction d’une
réponse immune adaptative (figure 1).
Différentes techniques chimique, phy-
sique ou génétique, permettent d’at-
ténuer les souches de S. aureus et
d’en étudier leur pouvoir protecteur.
Par exemple, une souche avirulente
de S. aureus dénommée RC122 issue
d’une souche pathogéne de S. aureus
RC108 a été mise au point (Pellegrino
et al., 2008). Aprés immunisation de
vaches vaccinées a 1’aide de cette sou-
che RC122, une augmentation signifi-
cative de la réponse immune humorale
spécifique a été observée par rapport
au groupe d’animaux non immunisés.
Cependant, apres I’inoculation expéri-
mentale de ces deux groupes a 1’aide
de la souche virulente RC108, la com-
paraison de la charge bactérienne et du
taux cellulaire moyen présents dans le

Figure 1. : Composantes clés de la vacci-
nation active un antigéne contre lequel une
réponse immune adaptative est générée,
(i) une stimulation immune destinée a
potentialiser la réponse antigéne-spécifi-
que et (iii) un systéme de délivrance adé-
quat de I’antigéne et I’adjuvant, d’apres
Ulmer et collaborateurs

Immuno-
modulateurs

Systémes de
délivrance

Antigenes

lait n’a pas révélé de différence signi-
ficative entre les vaches vaccinées et
contrdles (Pellegrino ef al., 2008). Par
ailleurs, une autre souche de S. aureus
atténuée a été obtenue par mutage-
neése du gene aroA. L’immunisation
intramammaire de souris par cette
souche atténuée a permis d’induire
une réponse mixte T-auxiliaire (Th) de
type 1 (Thl) et 2 (Th2), et de réduire
significativement la charge bactérienne
de souris infectées expérimentalement
par S. aureus (Buzzola et al., 2006).

Figure 2. : Classification des principaux vaccins développés contre les mammites a S. aureus selon le type d’antigéne utilisé

Vaccination contre S. aureus
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Leitner et a., 2003a, 2003b, 2003¢
Calzolari et al., 1997
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Amorena et al., 1994

Nordhaug et al., 1994a, 1994b
Watson et al., 1978, 1981,1988, 1992
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Williams ef al., 1966, 1975
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Carter et Kerr, 2003
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Pankey et al., 1985



Cependant, ce type de vaccin contre
S. aureus présente un risque de retour
a un phénotype virulent et donc a un
risque de dissémination et de conta-
mination de cette bactérie (Meeusen
etal.,2007).

2.1.2 Vaccins inactivés

Une seconde grande classe de vaccins
est formée par les vaccins inactivés.
Dans ce type de vaccins, la bacté-
rie perd tout pouvoir pathogéne mais
conserve ses antigénes de surfaces
disponibles pour le systéme immu-
nitaire adaptatif. Les vaccins tués ne
sont généralement pas capables d’in-
duire de réponse immune a méditation
cellulaire (en particulier les lympho-
cytes T cytotoxiques). Par ailleurs, les
vaccins inactivés nécessitent fréquem-
ment ’administration concomitante
d’adjuvant (tels que les sels d’alu-
minium ou I’adjuvant incomplet de
Freund (FICA)) afin d’augmenter leur
pouvoir protecteur. Cependant, les
vaccins inactivés et adjuvantés sont
particulierement efficaces pour induire
une réponse humorale associée princi-
palement a une sécrétion d’anticorps
reconnaissant des épitopes localisés
en surface des bactéries pathogénes
(Ulmer et al., 2006). Classiquement,
les vaccins inactivés sont produits en
annihilant toute infectivité de la bacté-
rie par la chaleur ou par un traitement
chimique (formaldéhyde, détergent).

Parmi les nombreux essais de vaccin
inactivés contre S. aureus (figure 2), la
Lysigin®, est le premier et le seul vac-
cin commercialisé face aux mammites
bovines a S. aureus. Il est composé de
lysats issus de 5 souches de S. aureus
exprimant les 3 types de capsules
polysaccharidiques prédominants lors
de mammites bovines (type 5, 8 et
336) (Han et al., 2000b ; Han et Park,
2000 ; Ma et al., 2004). De nombreu-
ses ¢tudes ont évalué ce vaccin lors
de mammites aigiies, démontrant la
réduction des symptomes cliniques,
une diminution des taux cellulaires
individuels, ainsi qu’une augmenta-
tion des cas de guérison spontanée
(Williams et al., 1966 ; Williams et al.,
1975 ; Pankey et al., 1985). Basé sur
le fait que la Lysigin® est plus efficace
lorsqu’il est administré a des génis-
ses primipares avant le vélage, une
étude consistant en I’infection expé-
rimentale de génisses préalablement
vaccinées, a permis de confirmer la
réduction des symptdmes cliniques
observés lors des précédentes études

(Middleton et al., 2006). Cependant,
aucune différence n’a été observé tant
au niveau des comptages individuels
dans le lait que de la clairance bac-
térienne de la glande mammaire. La
production d’immunoglobulines spé-
cifiques a également été démontrée
(Luby et al., 2007) mais il ressort de
cette étude que la concentration de ces
anticorps dans le lait pourrait ne pas
étre suffisante pour permettre un pro-
tection contre S. aureus (Middleton,
2008 ; Middleton et al., 2009).

Plus récemment, 1’utilisation de sou-
ches productrices de biofilms dans
la préparation de vaccins inactivés a
permis de réduire de maniére intéres-
sante la charge bactérienne des glan-
des mammaires de génisses infectées
expérimentalement (Pérez et al., 2009 ;
Prenafeta et al., 2009). Cette réduction
serait liée notamment a 1’induction
d’anticorps spécifiquement dirigés
contre certains composés polysaccha-
ridiques présents dans les biofilms,
dont le Poly-N-acetylglucosamine
(PNAG) et le slime associated anti-
genic complex. L’ensemble de ces tra-
vaux ont abouti a la commercialisation
d’un vaccin contre les mammites en
Europe (StartVac®, Hipra), le seul qui
soit agréé par 1’agence européenne
des médicaments. Cependant, aucune
étude n’a encore permis de détermi-
ner si ce type de vaccination permet
de prévenir I’apparition de mammites
a S. aureus. Bien que cette nouvelle
approche vaccinale semble promet-
teuse, il est important de noter que
I’ensemble des souches de S. aureus
responsables de mammites subclini-
ques ne semble pas capable de pro-
duire des biofilms (Oliveira et al.,
2006 ; Vautor et al., 2008 ; Dhanawade
et al., 2009).

2.2 Vaccins sous-unitaires

L’utilisation de vaccins contenant des
organismes pathogeénes entiers atté-
nués ou tués décrits précédemment
réduit le besoin d’identifier les anti-
geénes protecteurs. Cependant, ce type
d’immunisation présente 1’inconvé-
nient potentiel de diluer ou de dévier la
réponse immune protectrice contre des
antigénes non-protecteurs, ainsi que
le désavantage d’étre moins sir. Par
conséquent dans le cas ou ’antigéne
protecteur est connu, il est souvent
plus siir et plus efficace de focaliser la
réponse immune contre cet antigéne
précis (Ulmer et al., 2006 ; Titball,
2008). Comme les vaccins inactivés,

les vaccins sous-unitaires nécessitent
généralement [’utilisation d’adjuvants
ainsi que multiples injections de rap-
pel.

Ce type de vaccins est obtenu soit
par purification directe de sous-uni-
tés bactériennes a partir de cultures
de bactéries, soit par la production
d’antigénes recombinants. Cette tech-
nologie implique le clonage d’un géne
bactérien, correspondant a une cible
antigénique, dans un vecteur et son
expression dans un systéme proca-
ryote (bactérie) ou eucaryote (levure
ou cellule de mammifére), ou direc-
tement par I’hote, permettant ainsi
d’éviter les étapes de production et
de purification antigénique in vitro
(Meeusen et al., 2007). Une méthode
de production in vivo de sous-unités
antigéniques repose sur 1’utilisation de
vecteurs vivants (tels que les poxvirus
ou les adénovirus) intégrant le geéne
codant pour I’antigéne cible (Shams,
2005 ; Titball, 2008). Cependant, ce
type de délivrance d’antigéne sous-
unitaire peut &tre limité par le déve-
loppement d’une réponse immune de
I’héte contre le vecteur lui-méme. Une
seconde technique permettant d’évi-
ter ces deux inconvénients principaux
consiste en [’utilisation de vaccins dit
a ADN nu. Ces vaccins sont constitués
d’ADN plasmidique contenant le géne
bactérien cible, le plus souvent sous
le contréle d’un promoteur eucaryote
puissant (généralement le promoteur
du cytomégalovirus). Aprés injection
du vaccin a ADN par voie intramuscu-
laire, ou intradermique, I’ADN s’inte-
gre dans le génome des cellules den-
dritiques, des cellules de Langherans
(voie intradermique) ou des cellules
musculaires, qui expriment ces anti-
genes bactériens et conduisent a 1’in-
duction d’une réponse immune humo-
rale et cellulaire (Wolff et al., 1990 ;
Shams, 2005 ; Meeusen et al., 2007 ;
Williams et al., 2009).

Enfin, la composante antigénique
des vaccins sous-unitaires peut étre
de nature protéique (protéine de sur-
face ou toxine), polysaccharidique, ou
mixte (dénommé également vaccin
conjugué).

2.2.1 Les vaccins protéiques

a) Les vaccins diriges contre les pro-
téines de surfaces

Pour qu'une bactérie colonise la glande
et le tissu mammaire, il faut au préala-
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ble qu'elle y adhere. Les protéines de
surfaces, ou adhésines, de part leur
implication importante dans 1’initia-
tion des infections mammaires bovi-
nes a S. aureus ont souvent été utilisée
comme cible antigénique (Oviedo,
2007 ; Middelton, 2008). En plus de la
protéine A, connue pour lier fortement
la fraction constante des IgG, les adhé-
sines incluent de multiples protéines
dont nous pouvons citer le CIf A et
B, les FnBPs A et B, les FgBPs et le
Cna. En permettant aux S. aureus de
s’arrimer aux cellules de I’hote et a la
matrice extracellulaire, ces adhésines
jouent un role clé dans ’initiation des
mammites en empéchant notamment
I’élimination des bactéries par le flux
physiologique du lait (Sutra et Poutrel,
1994 ; Oviedo-Boyso et al., 2007).

Lors des premiers essais d’immuni-
sation sous-unitaires, la protéine A a
été utilisée comme source antigénique
(Pankey et al., 1985). Lors de cette
étude, le nombre de nouvelles infec-
tions a S. aureus ainsi que le taux de
cellules somatiques dans le lait n’a
cependant pas varié significativement
entre les groupes de vaches vacci-
nées et contrdles. Plus récemment,
diverses études murines ont permis
d’évaluer I’effet de I’immunisation
monovalente développée contre diver-
ses adhésines dont FnBP-A, CIf-A,
FgBP ou Cna (Mamo et al., 1994a ;
1994b ; Brouillette et al., 2002). Par
rapport aux souris controles, une
réponse humorale spécifique contre
chacune des adhésines a pu étre mise
en évidence dans le groupe de souris
immunisé avec la protéine cible. De
plus, I’incubation de bactérie en pré-
sence des séra provenant de souris
immunisées contre le CIf-A a permis
d’augmenter la phagocytose par les
macrophages et d’inhiber fortement
I’adhésion des bactéries a la fibro-
nectine (Brouillette et al., 2002).
Cependant, contrairement a la réponse
induite par les FnBP-A et FgBPs, I’im-
munisation contre le CIf-A et le Cna
n’a pas permis de réduire d’une part la
charge bactérienne des glandes mam-
maires et de protéger d’autre part par-
tiellement les souris contre 1’infection
expérimentale a S. aureus (Mamo et
al., 1994a ; 1994b ; Brouillette ef al.,
2002). Chez la vache, une étude a été
réalisée afin d’évaluer I’effet préventif
d’une telle approche lors d’infection
expérimentale en immunisant les ani-
maux contre la FnBP et le CIf-A par
vaccination ADN. De fagon similaire
a ce qu’il avait été observé chez la
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souris, ce type d’immunisation a induit
la production d’anticorps spécifiques
fonctionnels et protége partiellement
les animaux infectés en réduisant la
charge bactérienne présente dans le
lait (Shkreta et al., 2004). Par ailleurs,
I’expression d’un immunomodu-
lateur, le granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF)
en plus de I’immunisation des vaches
contre le CIf-A a permis d’augmenter
et d’harmoniser la réponse immune
développées, du fait de des proprié-
tés stimulantes du GM-CSF sur les
cellules dendritiques (Nour El-Din et
al., 2006). Cependant, aucune donnée
démontrant une efficacité préventive
n’a été rapportée. De part la variabilité
d’expression importante de ces adhé-
sines (Zecconi et al., 2005 ; Zecconi
et al., 2006), une équipe a récemment
entrepris d’étudier chez la souris la
réponse induite lors de I’expression
simultanée de quatre adhésines (FgBP,
FnBP-A, CIf-A, Cna) (Castagliuolo et
al., 2006). Cependant, cette réponse
principalement humorale n’a offert
qu’une faible réduction du nombre
de bactéries présentes dans les glan-
des mammaires de souris infectées
par rapport aux glandes de souris non
immunisées.

Le méme type d’approche multiva-
lente a récemment été utilisé lors de
modele d’infections articulaires a
S. aureus chez la souris, en incluant les
genes codant pour le CIf-A, le FnBP-A
et I’enzyme sortase (Gaudreau et al.,
2007). Le taux de survie chez les
souris immunisées contre ces diffé-
rents facteurs (55 %) a été augmenté
significativement lors d’infection
par S. aureus par rapport aux souris
contrdles (15 %). Cette protection a
notamment été expliquée par I’induc-
tion d’une réponse mixte de type Thl
et Th2, impliquant la sécrétion d’anti-
corps opsonisants ¢galement associés
a une sécrétion spécifique d’interféron
(IFN)-y par la population de lympho-
cytes CD8&". Cependant, 1’absence de
comparaison entre les immunisations
mono- et polyvalentes n’a pas permis
de mettre en évidence I’importance
de chacun des antigeénes. Par ailleurs,
cette approche n’apparait pas promet-
teuse du fait de I’absence de protection
contre I’infection intra-péritonéale de
souris observée lors d’immunisation
monovalente contre le CIf-A ou le Cna
(Mamo et al., 1994b ; Brouillette et
al., 2002).

De part la forte conservation de leur
séquence codante au travers des dif-

férentes souches humaines, deux
autres types de protéines de surface
ont récemment fait I’objet d’une atten-
tion particuliére : 1’fron-regulated
surface determinant (Isd) et la serine
aspartate repeat (Sdr) (Kuklin et al.,
2006 ; Stranger-Jones et al., 2006).
Stranger et collaborateurs (2006) ont
sélectionné quatre polypeptides, Isd-
A, Isd-B, Sdr-B et Sdr-D, sur 19 pro-
téines de surfaces initialement iden-
tifiées sur base de leur haut degré de
conservation entre différentes sou-
ches de S. aureus humains. Le mode
de sélection consistait a choisir les
4 protéines de surface induisant la
plus forte protection dans un modele
murin d’infection a S. aureus. Ensuite,
ils ont démontré que la combinaison
sous forme d’un vaccin quadrivalent
offrait une survie de 100 % des sou-
ris lors d’infection expérimentale a
S. aureus. Bien que ces résultats doi-
vent étre interprétés avec précaution
par rapport aux infections mammaires
chez les bovins, cette étude confirme
I’obtention d’une synergie protectrice
recherché lors d’associations antigé-
niques dans le cadre des mammites
bovines (Castagliuolo et al., 2006 ;
Gaudreau et al., 2007) et démontre
I’intérét d’appliquer ce type d’ap-
proche d’identification de nouveaux
antigénes relevants, spécifiques aux
souches bovines de S. aureus.

Enfin, deux protéines de surface,
nommeées GapB et GapC, ont égale-
ment été identifiées sur base de leur
haut degré de conservation entre 11
souches bovines testées (Goji et al.,
2004). L’immunisation de souris par
une protéine chimérique GapB/C a
révélé I’induction d’une forte réponse
immune humorale et d’une réponse
cellulaire, respectivement objectivée
par une séroconversion spécifique
d’IgG, et IgG,, et une augmentation
de cellules sécrétant de I’interleu-
kine-4 et de I'IFN-y dans le groupe
vacciné (Perez-Casal et al., 2006). Plus
récemment, le méme groupe a évalué
I’utilisation d’un vaccin ADN inté-
grant les génes codant pour GapB et/
ou GapC chez la vache (Kerro-Dego,
2006). A I’inverse du vaccin recombi-
nant protéique, une trés faible réponse
immune a été mise en évidence lors de
la vaccination ADN. Ce résultat serait
potentiellement expliqué par un défaut
au niveau de la région promotrice du
plasmide (Kerro-Dego et al., 2006).
Par conséquent, ce type d’approche
n’a pu étre évalué lors d’une infection
expérimentale.



Enfin, une proportion non négligeable
des S. aureus synthétise une capsule
polysaccharidique in vivo (Middleton,
2008). Il a récemment été démontré
que cette capsule inhibe la fixation
de S. aureus par ’intermédiaire de
CIf-A au fibrinogeéne et aux plaquettes,
suggérant que le CIf-A pourrait ne pas
étre un candidat idéal pour prévenir
les infections a S. aureus qui expri-
ment une capsule in vivo (Risley et al.,
2007). Ainsi, si la capsule masque les
antigénes de la paroi cellulaire, et en
conséquence interferent avec 1’opso-
nisation de protéine de surface tels que
les FnBPs ou Clfs, le choix de ce type
d’antigéne doit étre remis en question
lors de vaccination contre les mammi-
tes a S. aureus (Middleton, 2008).

b) Les vaccins neutralisant les toxines

S. aureus produit plusieurs exotoxines
provoquant directement des lésions
ou facilitant la pénétration tissulaire.
L’obtention d’anticorps neutralisants
contre ces diverses toxines semble par
conséquent une approche vaccinale
intéressante. De maniére générale,
les vaccins contre les toxines dans le
cadre de mammites a S. aureus ont
visé principalement trois toxines : la
toxine-o. (Adlam et al., 1977 ; Han et
Park, 2000), I’entérotoxine-C (SeC)
(Chang et al., 2008) et la TSST-1 (Hu
etal.,2003).

Lors d’une immunisation contre la
toxine-o. chez le lapin ou la souris,
la présence d’anticorps neutralisants
dans le sang a permis de réduire les
effets mortels de cette derniére mais
ne réduit ni la concentration bacté-
rienne, ni la formation d’abces (Adlam
et al., 1977 ; Han et Park, 2000). Par
ailleurs, les infections expérimenta-
les de ces deux précédentes études
ont été réalisées par ’inoculation de
souches hautement virulentes respon-
sables de mammites gangréneuses,
type de mammite sporadiquement
observé dans 1’espéce bovine. Comme
le suggére 1’étude de la mortalité lors
de pneumonies a S. aureus chez la
souris (Bubeck Wardenburg et al.,
2008), la protection conférée contre la
toxine-a. semble plus importante lors
des infections aigiies que lors d’infec-
tions subcliniques a S. aureus, forme
prédominante des mammites bovines
(Middleton, 2008).

Une autre toxine, TSST-1, a égale-
ment été retenue comme cible vac-
cinale potentielle. Lors d’infection
murine aigiie, la vaccination de souris
par une forme mutante apathogéne de

TSST-1 a permis de réduire la morta-
lité et la charge bactérienne retrouvée
dans différents organes, bien que 40 %
des individus vaccinés soient morts
11 jours apres ’infection expérimen-
tale (Hu et al., 2003). Cependant, ce
modéle d’infection aigiie pose les
mémes problémes d’interprétation que
les modé¢les utilisés pour évaluer 1’ef-
fet de la neutralisation de la toxine-a.
Par ailleurs, le pourcentage de sou-
ches de S. aureus bovines exprimant
la TSST-1 semble étre minoritaire
(Larsen et al., 2002 ; Fueyo et al.,
2005 ; Srinivasan et al., 2006).

Comme la toxine TSST-1, 1’entéro-
toxine C fait parti des toxines supe-
rantigéniques qui ont la propriété
d’induire la prolifération aspécifique
de lymphocytes T en se liant avec
une forte affinité¢ aux CMH-II (Ferens
et al., 1998a ; 1998b). Un vaccin
(MastaVac™, LG Life Sciences) com-
posé d’une SeC mutée a été développé.
Une étude a montré une efficacité
relative de ce vaccin contre S. aureus
objectivé par un taux plus faible de
cellules somatiques dans le lait et de
nouvelles infections intramammaires
dans le groupe d’animaux vaccinés
(Chang et al., 2008). Cependant, le
nombre réduit de vache (n = 3) par
groupe et le faible niveau d’infection
expérimentale ne permettent pas de
confirmer statistiquement 1’efficacité
de ce vaccin. De plus, aucun taux
d’anticorps anti-SeC n’a ¢été mesuré
dans le lait (Middleton, 2008).

2.2.2 Les vaccins polysaccharidiques

Les polysaccharides au méme titre
que les protéines de surface ou que
les toxines, représentent un facteur de
virulence important, en facilitant 1’ad-
hésion des S. aureus aux tissus mam-
maires et en inhibant leur phagocytose
(Sutra et Poutrel, 1994 ; Oviedo-Boyso
et al., 2007). Pas moins de 12 séroty-
pes polysaccharidiques ont été décrits
dans la littérature : 11 polysaccharidi-
ques capsulaires et un polysaccharide
de surface 336 (autrefois considéré
comme capsulaire) (Guidry et al.,
1998 ; Middleton, 2008). Le but des
vaccins polysaccharidiques consiste
a développer des anticorps opsoni-
sants dirigés spécifiquement contre les
polysaccharides présents en surface de
micro-organismes. De maniére géné-
rale, les polysaccharides sont connus
pour étre faiblement immunogénes et
indépendants des lymphocytes T. Afin
d’augmenter leur immunogénicité, il

est usuel d’utiliser des adjuvants et
de les associer a des protéines porteu-
ses (Fattom et al., 1990 ; Mikeld et
Kayhty, 2002). Les polysaccharides
capsulaires ont été purifiés et utilisés
pour le développement d’anticorps
spécifiques.

Du fait du faible pouvoir immuno-
geéne des polysaccharides, plusieurs
études ont étudié I’effet de différents
adjuvants sur 1’induction d’anticorps
dirigés contre les capsules de souches
bovines inactivées de S. aureus (Han
et al., 2000a ; Han et Park, 2000).
Les anticorps anti-capsulaire chez la
vache doivent étre majoritairement
des IgG, du fait que les neutrophi-
les ne reconnaissent que les fractions
constantes des IgG,. C’est pourquoi
le but de cette étude a principale-
ment consisté a comparer I’induction
de cet isotype particulier. Parmi les
différents adjuvants utilisés, incluant
le sulfate de dextran, I’hydroxyde
d’aluminium, 1’adjuvant complet de
Freund et I’immune-stimulating com-
plex, il est ressorti que 1’hydroxyde
d’aluminium était I’inducteur le plus
puissant d’IgG, spécifiques dirigées
contre la capsule polysaccharidiques.
Plus récemment, Lee et collaborateurs
(2005) ont utilisé un vaccin composé
de souches inactivées appartenant aux
sérotypes 5, 8 et 336 additionnées ou
non d’un adjuvant, I’hydroxyde d’alu-
minium ou le FICA. La production
d’Ig, et d’IgG, spécifiques de chacun
des antigenes capsulaires a été signi-
ficativement augmentée dans tous les
groupes vaccinés, avec une prédomi-
nance pour I’isotype IgG, dans les
deux groupes adjuvantés. Cependant,
bien que I'IgG, soit I’isotype le plus
efficace dans I’opsonisation destiné a
promouvoir leur phagocytose par les
neutrophiles (Howard et al., 1980 ;
Guidry et al., 1997), il semblerait que
le niveau de production de ceux-ci
n’aient pas été suffisant pour augmen-
ter la phagocytose par les neutrophiles
(Lee et al., 2005). Par contre, I'utilisa-
tion d’un autre adjuvant composé de
microspheres de poly (DL-lactide-co-
glycolide) en combinaison de poly-
saccharides de capsules (5, 8 et 336)
a induit chez la vache la production
d’anticorps opsonisants d’isotype
IgG, augmentant la phagocytoses
de S. aureus in vitro (O’brien et al.,
2001). Malheureusement, cette équipe
n’a caractérisé ni la réponse immune
induite dans la glande mammaire ni la
protection potentielle conférée par ce
type d’approche vaccinale. Enfin, la
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Lysigin® est un vaccin dont la compo-
sition est proche de celui utilisé dans
les études de Lee (incluant chacune
des 3 valences polysaccharidiques).
Comme décrit précédemment, ce vac-
cin commercial ne permet de réduire
ni les comptages individuels dans le
lait, ni de la clairance bactérienne
de la glande mammaire malgré une
production d’anticorps spécifiques
(Middleton et al., 2006 ; Luby et al.,
2007 ; Middleton et al., 2009).

Une autre méthode pour augmenter
I’immunogénicité des polysaccha-
rides consiste en la conjugaison de
ceux-ci avec une protéine porteuse.
Tollersrud et collaborateurs (2001) ont
notamment démontré que la conju-
gaison d’un polysaccharide capsulaire
(CP) de type 5 avec I’albumine sérique
humaine (HSA) permet I’induction
d’une réponse humorale spécifique et
durable. Cependant, les animaux vac-
cinés avec une souche compléte inacti-
vée exprimant le CPS5, présentaient un
titre en anticorps spécifiques supérieur
a ceux observés dans le groupe d’ani-
maux injectés par le vaccin conjugué
CP5-HSA (Tollersrud et al., 2001). De
la méme manicre, Perez et collabora-
teurs (2009) ont récemment démontré
que I’utilisation d’un vaccin complet
constitu¢ de souches productrices de
biofilms (principalement constitué de
PNAG) conférait une réponse humo-
rale contre PNAG supérieure a I’injec-
tion du polysaccharide purifié, ainsi
qu’une protection supérieure contre
I’infection expérimentale de brebis par
une souche productrice de biofilms.
Cependant, I’ensemble des souches de
S. aureus responsables de mammites
bovines n’est pas capable de produire
des biofilms (Vasudevan et al., 2003 ;
Fox et al., 2005 ; Vautor et al., 2008 ;
Dhanawade et al., 2009 ; Melchior et
al., 2009).

Par ailleurs, le vaccin StaphVAX®
(Nabi Biopharmaceuticals) constitue
une des approches vaccinales pro-
che d’étre commercialisée contre les
infections humaines a S. aureus. Ce
vaccin associant deux polysaccharides
capsulaires CP5 et CP8 conjugués a
une exotoxine A mutée et non toxique,
a ¢été démontré comme étant sir et
immunogene (Fattom et al., 2004a).
Cependant, I’immunisation de patients
hémodialysés n’a pas permis de mettre
en évidence une réduction significa-
tive des bactériémies a S. aureus par
rapport aux patients controles (Fattom
et al., 2004b). Suite a ce résultat défa-
vorable, la firme a décidé d’ajouter le
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sérotype 336 ainsi que deux toxines
synthétisées par S. aureus, la toxine-a
et la leucocidine de Panton-Valentine.

Pour expliquer ce résultat négatif,
DeLeo et Otto (2008) ont suggéré que
la survie intracellulaire de S. aureus
pourrait étre impliquée dans 1’absence
de protection observée lors d’ immuni-
sation contre ces polysaccharides cap-
sulaires. Récemment, la vaccination
passive de souris par des séra enrichis
en anticorps anti-CP5 et CP8 a été
impliquée dans I’induction et 1’ap-
parition de SCVs (Tuchscherr et al.,
2008). Ces SCVs ont pour particularité
d’avoir un métabolisme réduit et une
capacité¢ de survie intracellulaire trés
¢élevée (Proctor et al., 2006 ; Atalla et
al., 2009). De plus, cette survie a I’in-
térieur des phagocytes pourrait servir
de réservoir infectieux et de vecteur
a S. aureus (Deleo et Otto, 2008). En
conclusion, ces observations posent la
question de savoir si 1’augmentation
de I’opsonophagocytose est réelle-
ment la meilleure approche pour lutter
contre les infections a S. aureus.

3. LES CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES

Bien que de nombreux essais de vacci-
nation aient été développés contre les
infections a S. aureus, un seul vaccin
(Startvac®, Hipra) a été récemment com-
mercialisé en Europe. Vu la mise sur le
marché récente de ce vaccin, aucune
étude épidémiologique a grande échelle
n’a encore permis d’évaluer la réduction
des taux cellulaires associés a ce type
d’infection ainsi que I’apparition de nou-
veaux cas de mammites a S. aureus. Vu
que I’ensemble des souches responsables
de mammites bovines a S. aureus ne sont
pas capables de produire le PNAG et le
slime associated antigenic complex, il
semble que I’antigeéne idéal de S. aureus
n’ait cependant pas encore été décou-
vert. Cette observation peut en partie
étre expliquée par la grande diversité
antigénique observée au sein des sou-
ches de S. aureus responsables d’infec-
tions mammaires bovines. Cependant,
I’identification de nouveaux antigénes
relevants par la technique novatrice de la
vaccinologie inverse (Rappuoli, 2000),
utilisée notamment par Stranger-Jones
et collaborateurs (2006), semble consti-
tuer I’'une des voies d’avenir dans la
prévention des infections a S. aureus.
En effet, la vaccinologie inverse utilise
le séquengage du génome de pathoge-
nes afin de réduire le temps nécessaire
a la découverte de candidats antigéni-

ques relevants de quelques décennies a
quelques années. Par ailleurs, ce méme
terme de vaccinologie inverse est éga-
lement utilisé pour désigner une autre
approche intéressante d’identification
d’antigénes protecteurs dénommée
« approche immunomique », dont le
principe est de comparer le répertoire en
anticorps d’une population humaine ou
animale résistante a un pathogéne a celui
d’une population sensible (Rinaudo et
al., 2009). Appliquée aux infections
humaines a S. aureus, cette approche
d’immunomique a notamment conduit
a I’identification de protéines haute-
ment immunogenes, incluant des can-
didats vaccinaux connus ou nouveaux
(Vytvytska et al., 2002). L’application
de ce type d’approche aux infections
bovines pourrait également conduire a
I’identification de nouveaux antigénes
relevants.

Par ailleurs, ’ensemble des vaccins
décrits dans cette revue se focalisent
principalement sur I’obtention d’une
réponse humorale dirigée contre un
antigéne spécifique de S. aureus. Or,
dans de nombreux cas, les bovins pos-
sédent déja des anticorps circulants
reconnaissant les cibles antigéniques
et par conséquent, la réponse humorale
a elle seule pourrait ne pas étre capa-
ble d’induire une protection efficace
contre S. aureus. Parallélement, dans
un modéle murin d’infection létale a
S. aureus (souche humaine), une étude
récente a permis de confirmer la faible
implication des lymphocytes B et des
anticorps dans la protection conférée
par I’immunisation de souris contre la
protéine Als3p, structurellement pro-
che du CIf-A de S. aureus (Spellberg
et al., 2008). En effet, des souris
déplétées de I’ensemble de leurs lym-
phocytes B ont été immunisées par
cette approche et n’ont pas vu leur
protection réduite face a I’infection
létale a S. aureus. Par contre, des sou-
ris dépourvues de lymphocytes T et
immunisées contre Als3p n’étaient pas
protégées contre ’infection létale a
S. aureus. Des expériences de transfert
adoptif ont, dans cette méme étude,
confirmé I’importance des lymphocy-
tes T CD4" et surtout CD8" dans la pro-
tection conférée par 1I’immunisation.
A I’opposé, le transfert de sérum ou de
lymphocytes B provenant des mémes
souris n’a conféré aucune protection
aux souris receveuses (Spellberg et
al., 2008). De plus, il a été récemment
décrit que I’induction d’une réponse
de nature Th1-Th17 permet de proté-
ger des souris contre 1’infection expé-



rimentale de souris a S. aureus (Lin et
al., 2009). Par ailleurs, les anticorps
opsonisants, bien que détectés dans
la circulation sanguine, ne semblent
pas toujours présents en quantités suf-
fisantes dans la glande mammaire.
De plus, dans le lait, la phagocytose
des bactéries par les neutrophiles est
partiellement affaiblie par la présence
de globules graisseux (Paape et al.,
1981). Enfin, il semble de plus en
plus évident qu’une proportion non
négligeable de S. aureus soit capa-
ble de produire une capsule polysac-
charidique in vivo, masquant ainsi les
antigénes membranaires tels que les
Clfs et FnBPs, et remettant également
en question les vaccins basés sur une
réponse humorale dirigées contre les
protéines de surface.

La vaccination contre S. aureus impli-
quant I’induction d’anticorps opsoni-
sants reconnaissant les polysacchari-
des capsulaires a été également mise
en ceuvre. Malheureusement, cette
approche n’a pas permis de prévenir
les infections humaines a S. aureus.
Deleo et Otto (2008) ont suggéré que
la survie intracellulaire des S. aureus
aprés opsono-phagocytose pourrait
étre une raison expliquant 1’échec
de la vaccination polysaccharidique.
Récemment, Tuchscherr et collabora-
teurs (2008) ont confirmé cette hypo-
thése en démontrant que I’injection
d’anticorps anti-capsulaires induisait
I’émergence de souches non-capsulés
et de SCVs intracellulaires. Par consé-
quent, I’hypothese selon laquelle les
phagocytes et les cellules épithéliales

mammaires pourraient servir de vec-
teur pour la dissémination de S. aureus
a ¢été renforcée, posant la question de
savoir si 1’induction d’une réponse
opsono-phagocytaire était réellement
adéquate dans la prévention des infec-
tions a S. aureus humaines et bovines.

Enfin, I’identification de nouvelles
cibles antigéniques chez 1’homme
par certaines techniques récentes dont
I’approche « immunomique », consis-
tant en la comparaison des répertoires
antigéniques présents dans des popu-
lations infectées par S. aureus ou non,
saine ou malade semble prometteuse.
A P’avenir, ce systéme d’analyse pour-
rait étre appliqué aux infections bovi-
nes. Ainsi, la découverte de nouveaux
déterminants antigéniques relevants et
I’induction d’une réponse cellulaire
impliquant notamment une réponse
cytotoxique dirigée contre les cellules
infectées par S. aureus, en plus d’une
réponse humorale spécifique, appa-
raissent comme des voies d’avenir
pour prévenir les infections bovines
a S. aureus.

ABSTRACT

Staphylococcus (S.) aureus is
a major pathogen for mastitis
in dairy cattle. In most cases,
S. aureus causes long-lasting
subclinical and chronic bovine
mastitis and leads to significant
economic losses by reducing the
quantity and the quality of the
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