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Vaccination contre les mammites a bactéries coliformes
P. RAINARD', P. GERMON!

1 INRAE, Université de Tours, UMR ISP, FR37380, Nouzilly, France

Résumé

Les mammites a bactéries coliformes sont responsables d’une proportion importante des
mammites cliniques séveres chez la vache laitiere. Plus réfractaires aux mesures de
prophylaxie sanitaire que les mammites dues aux bactéries Gram-positives, ces infections font
I’objet d’une prophylaxie vaccinale. Les vaccins actuellement disponibles, basés sur
I’utilisation de bactéries tuées « rugueuses » ont une efficacité limitée et variable selon les
¢tudes dans les conditions d’élevage, et peu d’effet mesurable en condition expérimentale
contrélée. On ne connait pas les mécanismes d’action des vaccins de type J5. L’induction
d’anticorps opsonisants favorisant la phagocytose par les polynucléaires neutrophiles n’est
pas avérée, tout comme la stimulation du recrutement des cellules phagocytaires. D’autres
voies de recherche, comme I’inhibition de la prolifération des bactéries coliformes par
I’immunité nutritionnelle (privation du fer par exemple), a été tentée mais semble difficile a
mettre en place. L’induction d’une immunité & médiation cellulaire constitue une nouvelle
piste de recherche. En renforcant les défenses de la barriére épithéliale et en optimisant
I’efficacité des défenses leucocytaires, elle pourrait amener une diminution de la sévérité des
infections et prévenir I’établissement d’infections récurrentes. Il reste beaucoup de
connaissances a acquérir pour pouvoir manipuler efficacement ce type d’immunité et tirer le
meilleur parti de I’inflammation neutrophilique, mais cette voie de recherche ouvre la
possibilité de développement de vaccins efficaces contre les mammites a bactéries coliformes.

Introduction

Les bactéries englobées sous le terme de coliformes sont des bacilles Gram négatif des genres
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia et Citrobacter, appartenant a la famille des
Enterobacteriacae. En France, Escherichia coli est beaucoup plus souvent isolé du lait de
mammite que les autres coliformes. Ce pathogeéne est, avec Streptococcus uberis, le plus
fréquemment isol¢ de mammites aigués et cliniques séveres [13]. Ceci bien que la prévalence
de ces infections soit généralement sous-estimée, car une proportion des échantillons de lait
déclarés stériles (20 a 30% du total) permet en fait d’isoler E. coli lorsque des méthodes
adaptées sont mises en ceuvre [12]. L’incidence des infections colibacillaires ne semble pas
avoir sensiblement diminué malgré la mise en place du schéma classique de prophylaxie des
infections mammaires, probablement parce que ce dernier est surtout efficace contre les
pathogénes contagieux, et que la plupart des infections par E. coli sont le résultat de
contamination a partir de I’environnement de la vache. En effet, il apparait que les isolats
d’infection mammaire proviennent des colibacilles fécaux, que les vaches répandent dans leur
environnement, et qui pénétrent dans la mamelle par le canal du trayon (infection ascendante)
aussi bien pendant qu’entre les traites [9, 11]. La plupart des infections colibacillaires sont
¢liminées en moins de 10 jours, mais la sévérité de certains cas, en particulier pendant le



péripartum, est une source importante de mal-&tre pour les animaux atteints. Les pertes de
production de lait, qui subsistent pendant toute la lactation en cours, grévent la rentabilité des
¢levages les plus atteints. Il n’est pas toujours possible de réduire sensiblement I’incidence
des infections avec des mesures de prophylaxie sanitaire, par exemple lorsque des batiments
d’¢levage trop restreints ou inadaptés sont en cause. C’est pourquoi une prévention vaccinale
efficace aurait un intérét certain et a fait et fait encore 1’objet de recherches.

Les vaccins contre les mammites colibacillaires et leur efficacité

La vaccination contre les mammites a coliformes est assez largement utilisée aux USA
[4]. En Europe un vaccin a bénéficié récemment d’'une AMM. Ces vaccins reposent sur
I’utilisation de bactéries tuées de la souche J5 de E. coli. Ces bactéries, incapables de
synthétiser un lipopolysaccharide (LPS) de surface complet, sont censées favoriser la
production d’anticorps contre les antigénes exposés de la membrane lipidique externe
caractéristique des bactéries Gram négatif [12]. Elles sont administrées, a chaque lactation, en
deux ou trois injections par voie systémique avec un adjuvant pendant la période seéche et peu
apres le vélage, de fagon a induire une protection pendant la période de risque maximal du
péripartum et du début de lactation. En Europe, un vaccin ciblant les infections mammaires
induites par E. coli et S. aureus (StartVac®, Laboratorios Hipra S.A., Amer, Espagne) est
disponible depuis quelques années. Ce vaccin est composé d’une association de bactéries
tuées de la souche E. coli J5 et d’une souche de S. aureus, en émulsion huileuse (paraffine).
Cette préparation doit étre administrée par voie intramusculaire en trois injections, 45 jours
avant la date présumée de mise-bas, un mois plus tard, et deux mois apres la mise-bas, a
renouveler chaque année.

Certaines études réalisées dans les conditions d’élevage montrent des effets bénéfiques
des vaccins a base de bactéries J5 : réduction de la sévérité des mammites, diminution des
baisses de production de lait, ce qui assure un retour sur investissement bénéficiaire [1]. Ils
pourraient avoir aussi quelques effets bénéfiques sur les mammites a Klebsiella [25, 26]. Mais
ces études révelent aussi des limites : pas d’effet notable du vaccin sur le nombre de cas de
mammite clinique ou I’impact des mammites colibacillaires sur la reproduction [25, 26].
D’autres études terrain ne montrent pas d’effet notable ni sur I’incidence des infections ni sur
leur sévérité et conséquences économiques [21, 22, 24]. Dans tous les cas, 1’incapacité des
vaccins J5 a réduire I’incidence des mammites colibacillaires est leur principale limite [9].

A la différence des essais terrain, la plupart des essais contrdlés (infections
expérimentales) de I’effet de I’immunisation avec des bactéries J5 n’ont pas montré d’effet
protecteur net [8, 18, 19]. Plusieurs raisons peuvent étre avancées pour rendre compte de cette
divergence. Tout d’abord, on peut incriminer des différences de formulations vaccinales,
quant aux quantités de bactéries ou de 1’adjuvant incorporé. Ensuite, en condition
expérimentales, on traite des vaches d’un troupeau, de fagon synchronisée, avec une souche
bactérienne d’épreuve, ce qui ne rend pas compte de la diversité des situations en conditions
normales d’élevage. Dans les essais terrain, on se trouve dans la situation d’une grande
variabilité individuelle, avec des animaux d’ages différents, souvent sur un cycle complet de
lactation, dans des troupeaux et donc des environnements variés. Les animaux se trouvent
exposés a des souches variées, a différents moments de la journée. Leur diversité génétique
est aussi plus grande que dans des essais impliquant des effectifs expérimentaux limités. On
peut alors imaginer que le vaccin sera efficace dans certaines conditions, inefficace dans
d’autres, utile pour certains animaux sensibles, superflu pour d’autres plus résistants,



inefficaces pour des animaux mauvais répondeurs au vaccin. Il est toutefois décevant que les
essais contrdlés n’aient pas montré une efficacité au moins partielle, au moins sur certains
animaux.

Les effets biologiques supposés et réels de la vaccination

Un certain nombre de mécanismes de protection ont été avancés pour expliquer les
effets bénéfiques des vaccins J5 [15]. La neutralisation par les anticorps de ’effet toxique du
lipide A, principe actif de I’endotoxine colibacillaire, est trés discuté et n’a pas été prouvé. La
plupart des études sur les vaccins J5 ont mis en avant les anticorps opsonisants, en particulier
de I’'isotype IgG2 reconnu par les neutrophiles, comme corrélat de protection. L’ hypothése est
que les souches rugueuses comme la souche J5 induisent des anticorps qui, a la différence des
souches lisses qui induisent principalement des anticorps contre le sérotype vaccinal, sont
dirigés contre des antigénes partagés par la plupart des isolats de mammite [4]. Ces anticorps
sont difficiles a induire en forte concentration, nécessitant plusieurs injections de rappel, et
leurs titres s’amenuisent rapidement [4]. Surtout, leur activité opsonisante n’a pas été
démontrée de fagon convaincante. De plus, la possibilité d’un effet opsonisant des anticorps
dirigés contre les protéines de la membrane externe de E. coli peut sérieusement étre mise en
doute : le polyoside du LPS (antigéne O) masque la membrane externe, empéchant ’acces des
anticorps a leur cible [16]. Cette observation corrobore le role essentiel reconnu des anticorps
dirigés contre I’antigéne O dans 1’opsonisation de E. coli [23]. Cependant, les structures
bactériennes qui font protrusion au-dela du manteau polyosidique du LPS, comme les pili et
autres fimbriae, peuvent induire des anticorps qui vont pouvoir se fixer sur les bactéries lisses.
On a montré que les bactéries J5 induisent de anticorps contre les fimbriae de type 1, et que
ces anticorps marquent les isolats de mammite qui expriment cette structure [16]. Dans cette
¢tude cependant, un effet net de ces anticorps sur I’efficacité de la phagocytose par les
polynucléaires neutrophiles n’a pas été induit.

Le fer est un élément indispensable au développement bactérien, et E. coli posseéde
toute une panoplie de systémes d’acquisition du fer. Une compétition pour cet oligo-élément
entre I’hote et le pathogene a lieu dans la mamelle, mettant en jeu les mécanismes de
I’immunité nutritionnelle et les contre-mesures bactériennes de production de sidérophores
[5]. Les sidérophores sont de petites molécules a forte affinité pour le fer, qui sont sécrétées
par les bactéries, puis un fois chargées en fer, capturées par des récepteurs de la membrane
externe. Deux systémes d’acquisition du fer ont fait I’objet de tentatives vaccinales contre les
mammites : le récepteur FepA de I’entérobactine et le récepteur du citrate de fer FecA [10,
20]. Une approche similaire a été utilisée avec des antigénes de la membrane externe d’une
souche de K. pneumoniae isolée de mammite [6]. Aucune de ces tentatives n’a montré a ce
jour un effet protecteur satisfaisant [15]. De fagon générale, aucun mécanisme de protection
contre les mammites colibacillaires 1ié¢ aux anticorps vaccinaux n’a été authentifié a ce jour.

Trés peu étudiée dans le cadre des vaccins contre les infections mammaires,
I’immunité a médiation cellulaire joue certainement un réle de premier plan. Derricre toute
production d’anticorps de forte affinité, il y a des lymphocytes T auxiliaires (Th pour T
helper). Outre 1’aide qu’ils apportent aux lymphocytes B et a la production d’anticorps, les
lymphocytes T auxiliaires remplissent bien d’autres fonctions. La stimulation des cellules
phagocytaires et 1’induction de cellules tueuses est favorisée par les lymphocytes Thl. Il a été
proposé que le vaccin J5 agissait en partie en induisant ce type de réponse immunitaire, mais
cette supposition n’a pas de support expérimental [3]. Une autre population de lymphocytes T



auxiliaires, les lymphocytes Th17, produisent des cytokines (IL-17A et IL-17F) qui stimulent
les défenses des barrieres épithéliales et favorisent le recrutement des leucocytes, et
particulierement les polynucléaires neutrophiles, aux sites infectieux. Ce type de réponse
immunitaire est a considérer pour le développement de vaccins contre les infections
mammaires [14].

Perspectives vaccinales : des obstacles a surmonter, des connaissances a acquérir

I1 faut en premier lieu se demander ce que I’on peut-on raisonnablement attendre d’un
vaccin contre les mammites colibacillaires. Sachant que les colibacilles proliférent dans le lait
de quartiers sains avec un temps de doublement d’environ 20 min, et que la mamelle réagit
fortement a 1’endotoxine libérée par cette multiplication, il faudrait pour éviter une vigoureuse
réaction inflammatoire locale (c’est-a-dire une mammite) que le vaccin soit capable d’inhiber
la croissance bactérienne dans la lumiére de la glande mammaire. Cela a été tenté, jusqu’ici
sans succes. En lactation, la principale difficulté est I’importante dilution dans le lait, qui rend
trés difficile I’obtention d’une concentration minimale inhibitrice d’anticorps, qui de plus sera
trés difficile a maintenir sur toute une lactation. Ce handicap ne s’applique pas a la période
séche, et I’induction d’anticorps inhibiteurs de la croissance, en particulier ceux interférant
avec les mécanismes d’acquisition du fer, améliorant I’efficacité de la lactoferrine, pourraient
avoir leur utilité. Dans la mamelle tarie les anticorps empéchant I’adhésion et I’invasion des
cellules épithéliales mammaires pourraient aussi réduire la survenue d’infection persistantes
latentes se transformant en mammites cliniques en péripartum. On peut cependant douter que
les anticorps seuls permettent d’éviter le déclenchement d’une infection mammaire :
I’exemple de la période colostrale, qui est associée aux cas les plus sévéres de mammite
colibacillaires, est aussi celle ou les concentrations d’anticorps sont les plus élevées. On
pourrait en déduire que les anticorps n’empéchent ni les nouvelles infections ni les infections
persistantes de se déclarer au vélage.

Si I’on se résigne a accepter une réaction inflammatoire, il faut alors chercher a
améliorer son efficacité. Le principal marqueur de I’inflammation mammaire est ’afflux de
polynucléaires neutrophiles, et la principale défense de la mamelle contre les infections, la
phagocytose par ces cellules. Il est donc logique de chercher en priorité a améliorer
I’efficacité de la phagocytose des bactéries par les polynucléaires neutrophiles. Le facteur
limitant n’est pas la présence d’opsonines, anticorps ou complément. Un levier d’action est
d’améliorer la vitesse de recrutement des cellules, ce qui permettrait de réduire la charge
bactérienne et par voie de conséquence la production d’endotoxine. Un autre levier est
I’augmentation de 1’efficacité bactéricide des neutrophiles, en augmentant leur stimulation par
des cytokines comme I’IFN-y et le TNF-a. Ces objectifs peuvent étre atteint en induisant une
immunité de type 3, exercée par des lymphocytes T produisant de I’IL-17 et de 'IFN-y [14].
Les neutrophiles ne sont pas seulement des cellules pro-inflammatoires et potentiellement
dangereuses pour les tissus, notamment mammaire. Ils possédent aussi une activité
détoxifiante de I’endotoxine, exercée par I’enzyme acyloxyacil hydrolase (AOAH) présente
dans ses granules [2]. Plus généralement, il faut considérer les neutrophiles comme une
cellule aux potentialités multiples. Le neutrophile a longtemps été limité a son role de cellule
phagocytaire. Pourtant, cette cellule peut adopter plusieurs phénotypes, comme celui de
cellule régulatrice sans perte d’activité bactéricide, permettant de limiter I’inflammation tout
en ¢liminant efficacement 1’infection [17]. Des recherches visant a sur une meilleure
connaissance des polynucléaires neutrophiles bovins sont a encourager.



Conclusion

Les vaccins actuels, basés sur 1’utilisation de bactéries tuées, sont assez décevants.
Basés sur des présupposés erronés quant a leurs modes d’action, ils conduisent a de fausses
pistes de recherche. Pour dépasser cette impasse, il faut ouvrir de nouveaux fronts de
recherche. De multiples possibilités existent, fondées sur une bonne appréciation du processus
infectieux et de I’'immunité mammaire, comme la prise en compte de I’immunité & médiation
cellulaire, notamment 1I’immunité de type 3 qui prend en charge particuli¢rement les
infections des barrieres épithéliales par les bactéries extracellulaires. Il nous reste encore
beaucoup a apprendre sur les moyens d’induire une réponse protectrice par ce biais, la
vaccination pouvant induire des réponses immunitaires différentes en fonction de nombreux
paramétres [7]. L’exploitation des multiples potentialités des polynucléaires neutrophiles,
acteurs majeurs de I’immunité mammaire, offre également de nouvelles pistes d’amélioration.
Les moyens de développer un vaccin plus efficace que les vaccins de type J5 existent, mais il
nous reste encore beaucoup a apprendre pour arriver a cet objectif.
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