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SOMMAIRE

La paratuberculose bovine est une maladie causée par la mycobactérie Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP). Elle est responsable d’énormes pertes économiques dans le
monde. En effet, cette maladie provoque la diminution de la production laitiére chez les
vaches ainsi qu’un état de fatigue général en raison d’une entérite chronique chez les sujets
atteints. Des indices mettent également en évidence le potentiel zoonotique de MAP et
malheureusement aucun traitement n’est connu a ce jour. Ainsi, les stratégies actuelles pour
contrer la maladie dans les troupeaux reposent plutot sur des actions préventives.
Actuellement, le diagnostic de la paratuberculose reste difficile et la prévalence de la maladie
est probablement sous-estimée dans les troupeaux en raison de la faible sensibilité des tests

diagnostiques.

Dans I’optique de développer une nouvelle méthode diagnostique pour la paratuberculose, ce
projet de recherche s’est établi en deux étapes : la mise en place d’un systéme de diagnostic
robuste des animaux par les méthodes de dépistage traditionnelles, incluant une étude
comparative de I’efficacité de trousses commerciales, et finalement 1’étude de la prolifération
cellulaire spécifique des lymphocytes comme d’une épreuve diagnostique pour la maladie.
Ainsi, la comparaison des trousses commerciales a démontré un €cart d’efficacité qui a permis
d’établir de nouvelles recommandations pour ’analyse des animaux ainsi que 1’amélioration
du diagnostic de la paratuberculose dans les troupeaux. Concernant le développement d’une
méthode de diagnostique basée sur la prolifération lymphocytaire, de nombreuses difficultés
techniques ont entravé le bon déroulement du projet mais ces travaux montrent la possibilité
de caractériser de maniére plus complete les différents types lymphocytaires par cytométrie de

flux chez le bovin laitier.

Mots-clés : paratuberculose bovine, lymphocytes, prolifération, diagnostic
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION

1.1. MYCOBACTERIUM AVIUM de la sous-espece (subsp.) PARATUBERCULOSIS

1.1.1. Classification de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Aussi connue sous le nom de bacille de Johne, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) est une bactérie Gram positive faisant partie du phylum Actinobacteria, de la famille
des Mycobacteriaceae et du genre Mycobacterium. La famille des mycobactéries est connue
pour avoir parmi ses membres des responsables de maladies infectieuses mortelles. Elle
comporte notamment Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium leprae, causant
respectivement la tuberculose et la Iépre. A ’intérieur de cette famille, MAP est classée dans
le complexe Mycobacterium avium (MAC), qui regroupe différents pathogénes faisant partie
des especes Mycobacterium avium et Mycobacterium intracellulare. On y retrouve donc des
bactéries telles que Mycobacteriun avium subsp. avium, Mycobacterium avium subsp.
hominissuis ou encore Mycobacterium avium subsp. silvaticum. A 1’époque ou les bactéries
¢taient classifiées uniquement en fonction de leurs caracteres phénotypiques, Mycobacterium
paratuberculosis était considérée différente et indépendante des autres especes. Ce n’est qu’a
partir des années 1990 que les travaux de Marie Thorel et son équipe ont suggéré que
Mycobacterium paratuberculosis était une sous-espece de Mycobacterium avium (Thorel et
al., 1990). Dés lors, MAP fut rebaptisée Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. 11
semblerait méme que MAP et d’autres mycobactéries, telles que Mycobacterium avium subsp.
avium ou Mycobacterium avium subsp. silvaticum, auraient un ancétre commun en
Mycobacterium avium subsp. hominissuis (Turenne et al., 2008). Cette derni¢re est donc

présumée €tre a 1’origine de la plupart des especes du MAC.

En ce qui concerne MAP, il est intéressant de noter que cette espece peut étre différenciée des

autres membres du MAC de par son nombre d’unités mycobactériennes répétées (MIRU)
1



insérées dans son génome (Bull ez al., 2003b). La souche K-10 est considérée de nos jours
comme la souche de référence pour MAP depuis que son génome complet fut séquencé et
annoté (Li et al., 2005). Plusieurs souches de MAP existent a ce jour et celles-ci prennent
généralement leur nom en provenance de 1’animal duquel elles furent isolées. Il n’est pas rare
¢galement de voir des souches désignées par les lettres « C » ou « S », pour « cattle » (vache)
ou « sheep » (mouton), qui indiquent 1’espece sur laquelle la souche a été isolée. Toutefois,
cette désignation n’est pas réellement un bon indicateur de 1’espéce de provenance de la
souche a I’origine. En effet il a été montré qu’une souche bovine, par exemple, est capable
d’infecter des cervidés ou d’autres especes (Fernandez ef al., 2014; O'Brien et al., 2006) et a
I’inverse, on retrouve la souche de type « bison » chez des vaches laitieres diagnostiquées a la
paratuberculose bovine (Sohal et al., 2014). Ainsi, il est difficile de retracer la provenance
exacte d’une souche de MAP juste en se basant sur ’espéce de 1’animal sur lequel la souche a
¢été isolée. Le génotypage a 1’aide de marqueurs discriminant les séquences d’insertion (IS)
ainsi que le séquencage du génome permettent alors de bien caractériser les souches

(Ahlstrom et al., 2016; Sohal et al., 2014).

1.1.2. Caractéristiques de MAP

Faisant partie de la famille des mycobactéries, MAP posséde toutes leurs particularités qui la
distinguent des autres types de bactéries communément ¢étudiées, tout en ayant ses
particularités propres. MAP est un pathogene obligatoire qui se présente sous la forme de
bacilles de 0.5 & 2um avec une tendance a former des amas (Rowe and Grant, 2006). Cette
tendance est possiblement conférée par des protéines de surface de fagon similaire au role
qu'occupe PE PGRS chez M. tuberculosis (Brennan et al., 2001). Un élément tres
caractéristique de ce type de bactéries serait leur enveloppe particuliere qui leur confere
également des propriétés complexes. En effet, 1’épaisse enveloppe cireuse des mycobactéries
est composée en grande partie d’acides gras et de lipides, et ce a des proportions beaucoup
plus grandes que celles retrouvées dans la paroi cellulaire des autres familles bactériennes.

Alors que la plupart des eubactéries possedent des parois comportant de 1 a 2% de lipides, les



mycobactéries en comportent plus de 60% (Rowe and Grant, 2006). Cette enveloppe cellulaire
rigide et riche en lipides qu’elles synthétisent leur confére de nombreuses caractéristiques
uniques telles que la résistance aux antibiotiques. Elle est composée d’un noyau
peptidoglycan, plus particulierement de I’arabinogalactane, enrobé par une bicouche lipidique.
Cette bicouche lipidique est constituée d'acides mycoliques fixant l'arabinogalactane et des
glycolipides de maniere covalente. On retrouve 3 a 4% de glycopeptidolipides dans la paroi de
bon nombre de mycobactéries non tuberculeuses, y compris celles composant le complexe
Mycobacterium avium (Pang et al., 2013). Toutefois, malgré son appartenance au MAC, MAP
y fait exception. En effet, selon une étude publiée sur ce sujet, MAP, au contraire des autres
mycobactéries, ne possederait pas de glycopeptidolipide (Eckstein et al., 2006). Toutefois, les
auteurs ont révélé chez Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis la présence d’un
lipopeptide inexistant chez les autres membres de la famille des Mycobacteriaceae. Ce
composé, alors désigné comme étant du « C20 fatty acyl-p-Phe-N-Me-; -Val-; -Ile-; -Phe-; -Ala
methyl ester », fut alors baptis¢é « Para-LP-01 » et est connu aujourd’hui comme le
lipopentapeptide spécifique 8 MAP. Depuis sa découverte, différentes études ont démontré
I’importance de ce lipopeptide singulier. En effet, le Para-LP-01 synthétique est capable
d’induire une réponse humorale chez des vaches (Biet et al., 2008) ou des moutons (Eckstein
et al., 2006) atteints de paratuberculose et peut discriminer les moutons infectés des moutons
sains (Thirunavukkarasu et al., 2013). Cependant, pour une raison encore inconnue, une
stimulation avec I’antigéne synthétique ne révele pas de réponse immunitaire cellulaire, ni au
niveau de la production de cytokines telles que I’interféron gamma ou interleukine 10 (Holbert

et al., 2015), ni au niveau de la prolifération cellulaire.

En modulant leur composition externe de phosphoglycolipides, les mycobactéries s’adaptent a
différentes circonstances ou milieux pour ainsi modifier leur phénotype, incluant Ia
morphologie des colonies sur gélose, 1’hydrophobicité, I’agrégation, la motilité « sliding
motility » et la formation de biofilm (Besra and Brennan, 1997; Besra et al., 1997; Brennan
and Besra, 1997; Maiti et al., 2001). Grace a ces différents éléments, les mycobactéries sont

capables d’avoir un large champ d’action immunomodulateur chez leur héte en commengant



par leur capacité a échapper aux activités phagolytiques du macrophage hote (a I’intérieur ou
non du phagolysosome). Un des mécanismes d’action de Mycobacterium tuberculosis par
exemple, le responsable de la tuberculose et proche parent de MAP, consiste a utiliser le
lipoarabinomannan pour bloquer 1’activation des macrophages de son hote et diminuer leur

présentation antigénique (Adams et al., 1993; Moreno et al., 1988; Roach et al., 1993).

Il est intéressant de noter également que la constitution particuliere de 1’enveloppe des
mycobactéries est aussi responsable de leur caractére « acido-alcoolo-résistant », c’est-a-dire
qu’apres coloration, les bacilles des mycobactéries ne se décoloreront ni sous I’effet d’acides,
ni sous l’effet de 1’alcool. L’enveloppe de MAP est également responsable de sa grande
résistance naturelle a la plupart des antibiotiques communs. Des études in vitro ont montré
néanmoins la susceptibilité d’un certain nombre de souches de MAP, notamment aux
macrolides (Krishnan et al., 2009) et a des dérivés du gallium (Fecteau et al., 2014; Fecteau
and Whitlock, 2011) et du naphtaléne (Gonec et al., 2014; Gonec et al., 2015). Toutefois, le
développement de résistance envers les macrolides survient trés rapidement chez les bactéries
(Doucet-Populaire et al., 2002; Gillespie, 2002) et ainsi, il devient difficile de trouver une
efficacité réelle des antibiotiques contre MAP. La recherche d’antibiotique contre MAP se

poursuit mais les avancées sont encore minces.

Il est possible de distinguer MAP des autres bactéries grace au typage moléculaire. La
méthode de séquengcage du génome entier s’est avérée tres utile pour I’exploration
phylogénomique des relations entre les souches de MAP (Ahlstrom et al., 2016; Bryant ef al.,
2016). Bien que I’approche soit moins discriminante, la technique de la «réaction en chaine
par polymérase » (PCR) basée sur la présence spécifique de certains éléments génétiques
présents dans le génome bactérien peut servir a détecter MAP et méme différencier ses
souches. La discrimination de la mycobactérie et de sa provenance est possible a partir de la
détection de la présence d’¢léments d’insertion (Shin er al, 2010), de polymorphismes
associés a de grands fragments (LSP) (Alexander et al., 2009a; Alexander et al., 2009b; Biet
et al., 2012; Semret et al., 2006; Sohal et al., 2009), de répétitions en tandem de nombres

4



variables (VNTR) (Ahlstrom et al., 2015; Castellanos et al., 2010; Overduin et al., 2004),
d’unités de répétitions intercalées de type mycobactériales (MIRU) (Castellanos et al., 2010;
Han et al., 2007; van Hulzen et al., 2011), de ’analyse de polymorphismes basés sur la
longueur de fragments générés par des enzymes de restrictions (RFLP) (Mobius ef al., 2008;

Whittington et al., 2000) ou encore d’'une combinaison de ces diverses approches (Douarre et

al.,2011; Mobius et al., 2008; Okuni et al., 2012).

1.1.3. Culture de MAP

Une autre grande caractéristique de MAP réside en son temps de croissance. Les séquences
d’ARN 16S des mycobactéries sont treés similaires, toutefois en se basant sur celles-ci, on peut
séparer taxonomiquement ces bactéries en deux groupes : celles a croissance rapide et celles a
croissance lente. Parmi les mycobactéries ayant de longs temps de réplication, on dénote les
espéces M. tuberculosis, M. leprae, M. bovis et M. avium. Etant considérée comme une sous-
espece de Mycobacterium avium, MAP ne fait donc pas exception a la regle et se caractérise
également par sa trés longue durée de croissance (Grant ef al., 2003). En effet, avec son temps
de division de 24 heures, il faut compter environ 6 a 10 semaines pour obtenir une croissance

dense en culture.

Les mycobactéries sont capables de produire des sidérophores pour se subvenir en fer depuis
leur environnement. En effet, le fer est un élément essentiel au bon fonctionnement du
métabolisme des étres vivants et il en va donc de méme pour les bactéries. Parmi les différents
mécanismes connus pour en absorber, il y a notamment chez les mycobactéries la production
de mycobactine, leur sidérophore majeur (De Voss ef al., 1999; Fang et al., 2015; He and Xie,
2011). Une fois de plus, MAP se démarque de la plupart des mycobactéries dans le sens ou
elle n’est pas capable d’en produire elle-méme (Lambrecht and Collins, 1992; Merkal and
Curran, 1974). 1l a tout de méme ¢été démontré chez une souche adaptée a la culture sur du
milieu synthétique spécifique la production d’une forme de mycobactine, baptisée la

mycobactine J (Merkal and McCullough, 1982). Aujourd’hui, il est devenu pratique courante
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de supplémenter les milieux de cultures de MAP avec de petites concentrations de
mycobactine J, qui est un élément limitant de sa vitesse de croissance mais qui peut avoir a
I’inverse un effet inhibiteur sur celle-ci en excés (Damato and Collins, 1990; Whittington et

al., 2011).

1.1.4. Pathogénicité et risque pour la population humaine

MAP est responsable de la paratuberculose chez les animaux, essentiellement des ruminants.
En outre, cette maladie entéro-gastrique entraine I’apparition des mémes symptomes que la
maladie de Crohn chez I’humain. De cette observation, des hypothéses sont nées sur
I’éventuelle responsabilit¢ de MAP dans la maladie de Crohn, et donc son potentiel
zoonotique (Crohn et al., 1952; Dalziel, 1989; Liverani et al., 2014). L’idée de considérer
MAP comme une menace a potentiel infectieux pour I’homme s’est renforcée dans les années
1980 apres avoir démontré que la mycobactérie pouvait étre isolée auprés de patients atteints
de la maladie de Crohn (Chiodini ef al., 1984). Les souches isolées chez les humains sont
méme capables d’induire la paratuberculose a leur tour chez le bovin (Allen et al., 2011).
Depuis, de nombreuses études ont confirmé la présence de MAP chez 1’humain, soit en
cultivant la bactérie depuis le sang ou le lait maternel de patients, soit par PCR, ou encore
grace a la détection d’anticorps spécifiques (Kirkwood et al., 2009; Naser et al., 2004; Naser
et al., 2000; Verdier ef al., 2013). Cependant, les avis sont partagés quant a I’implication de
MAP dans la maladie de Crohn. En effet, plusieurs équipes ont décel¢ la présence de MAP
aupres de patients malades mais également de patients en bonne santé (Bull ef al., 2003a; Tuci
et al., 2011), remettant en doute le lien de causalité¢ entre la présence de la bactérie et la
maladie. Il a alors été proposé que la susceptibilité génétique soit en cause. Des mutations
dans certains genes, notamment NOD?2, seraient retrouvées autant chez le bovin (Pinedo et al.,
2009; Ruiz-Larranaga et al., 2010) que chez des patients atteints de la maladie de Crohn
(Wang et al., 2010). Le produit du géne NOD?2 est un senseur intracellulaire capable de
reconnaitre MAP (Ferwerda ef al., 2007). 1l est donc possible que MAP soit réellement 1’agent



causal de la maladie de Crohn, mais dans certaines conditions qui faciliteraient son

mécanisme d’infection.

Certaines ¢études recherchent également I’implication de MAP dans d’autres maladies,
métaboliques ou neurologiques, telles que le diabéte, 1’asthme, la sclérose multiple ou la
maladie de Parkinson (Cossu et al., 2014; Dow, 2014; Kuenstner et al., 2015; Sechi et al.,
2008a). Toutefois, a I’instar de la maladie de Crohn, le role discut¢ de MAP dans ces autres
maladies serait plutot indirect. En effet, bien que la présence de MAP ait été décelée chez des
patients atteints de diabéte de type 1, il a été théorisé que la mycobactérie ne sert qu’a amorcer
la survenue de la maladie par le biais d’une de ses alarmines, Hsp65, qui serait similaire a
I’acide glutamique pancréatique décarboxylase, GAD 65 (Naser et al., 2013; Rani et al., 2010;
Sechi et al., 2008b). 1l est intéressant toutefois de savoir que MAP n’aurait aucun role a jouer
dans la survenue du diabéte de type 2, qui a plutét des origines environnementales et
comportementales (Rosu ef al., 2008). Concernant la maladie de Parkinson, les hypotheses
sont semblables a celles qui relient le diabéte et MAP, a savoir 1’existence de protéines de
MAP qui auraient une réactivité crois€e. Toutefois, cela reste a vérifier et a ce jour, seule la
présence de MAP chez des patients atteints de la maladie de Parkinson a ét¢ démontrée (Arru

etal.,2016).

Finalement, la problématique concernant le potentiel zoonotique du MAP est toujours
d’actualité. Les différentes études et hypothéses sur le sujet sont rapportées dans une récente
revue de littérature (Waddell er al, 2015) qui met en évidence une association
épidémiologique entre MAP et ces maladies. De plus, cette association suggérée serait
appuyée par l’avis de spécialistes qui, lors d’une enquéte sur ce sujet, ont indiqué
majoritairement (93%) que MAP représentait probablement un risque pour la santé humaine

(Waddell et al., 2016).



1.1.5. MAP dans ’environnement

MAP se reproduit exclusivement a I’intérieur de ses hotes et se retrouve excrétée dans leurs
feces. Ainsi, il est possible de retrouver la mycobactérie dans des paturages ou différents types
de sol. Il est possible dans ce milieu que MAP survive principalement en infectant les amibes
présentes et en les utilisant comme niches en attendant d’infecter d’autres animaux (Salgado et
al., 2015). Ce n’est toutefois pas son seul moyen de survie, car il a ét¢é démontré que MAP est
capable de se mettre en état de dormance ou de produire un biofilm qui lui permet de survivre
dans différents milieux (Cook et al., 2010; Johansen et al., 2009; Whittington et al., 2004).
Par ce mécanisme de préservation, MAP peut étre répandu dans I’environnement en se
déplagant grace aux cours d’eau tels que des rivieres (Paratuberculosis, 2016). L’exposition de
I’homme face a ce pathogeéne en est donc facilité et c’est d’ailleurs une problématique
mondiale. En effet, dans certains pays et notamment au Royaume-Uni, la détection de MAP
dans les aérosols proches des rivieres a été¢ confirmée mais également dans les robinets ou
pommeaux de douches des habitations (Pickup et al., 2005; Rhodes et al., 2014). De fagon
plus générale, MAP a été retrouvée dans de 1’eau courante potable sous forme de biofilm.
Cette observation implique donc que cette mycobactérie est capable de résister au traitement
des eaux, tel qu’un traitement au chlore, et cette hypothése a d’ores et déja été confirmée par

différentes études (Simoes ef al., 2006; Whan ef al., 2001; Whittington et al., 2005).

Outre la possibilité de déceler la présence de MAP dans des environnements usuels, il faut
noter que MAP peut étre disséminée également dans du matériel biologique. Des études ont
montré qu’il était possible d’isoler et de remettre en culture des souches de cette mycobactérie
a partir de viande d’origine animale ou a partir de lait (Girardi, 2006; Savi et al., 2015). Ces
observations ont mené a 1’étude de I’effet de la pasteurisation ou de la cuisson sur la viabilité
de MAP (Carvalho et al., 2012; Gao et al., 2002; Hammer et al., 2013) mais méme si ces
¢tudes sont pour la plupart encourageantes, la survie de MAP a la pasteurisation dans le lait a
déja été reportée et sa présence décelée dans du fromage (Galiero ef al., 2016). Les animaux

sauvages sont ¢également touchés par la paratuberculose et pourraient participer a la



dissémination de MAP. Une étude réalisée sur 1’identification des souches de MAP sur 33
espéces de ruminants aux Etats-Unis, incluant des animaux domestiques et sauvages, a
démontré chez ces animaux une répartition de seulement 8 sous-catégories de MAP (Motiwala
et al., 2004). Cela suggere donc trés fortement une transmission entre la faune sauvage et la
faune domestique et les animaux sauvages seraient donc possiblement des vecteurs de la
maladie. Ainsi, les réservoirs potentiels de MAP sont trés diversifiés, d’ou I’importance des
études visant a déterminer la pathogénicité de la mycobactérie pour I’homme ainsi que la mise
en place de mesures pour la prévention de la transmission de la paratuberculose chez les
animaux d’¢levage. Il est donc possible de retrouver MAP dans une grande diversité de

milieux.

1.2. LE SYSTEME IMMUNITAIRE ET MAP

Lors d’une infection a un pathogéne quelconque, la défense d’un individu est établie via son
systéme immunitaire. Le systéme immunitaire est composé de différents types de cellules qui
vont réagir suite a la rencontre du dit pathogéne en produisant de 1’inflammation tout en la
régulant. Les cellules de I'immunité¢ peuvent étre considérées comme professionnelles,
b Al 1 bl r : r 0y . .
c’est-a-dire qu’elles sont programmées uniquement pour la défense de 1’organisme, ou bien
non professionnelles, mais qui ont quand méme un réle a jouer, méme indirectement dans la

protection face a un pathogene.

Les différents types cellulaires qui servent a la protection d’un individu peuvent étre regroupés
en deux catégories : les cellules du systtme immunitaire inné ou alors les cellules du systéme
immunitaire adaptatif. Ces catégories de cellules ont le méme objectif, a savoir 1’élimination
des pathogénes. Leur temps de réponse, d’activation et leurs mécanismes d’action sont tres

différents mais les deux systémes travaillent en synergie.

Les infections d’animaux par MAP n’échappent pas a la régle et impliquent également le

systtme immunitaire. Ainsi, il est important d’étudier le comportement des cellules de



I’immunité afin de mieux comprendre les mécanismes de MAP et ainsi mettre en place des

stratégies diagnostiques, préventives ou mémes thérapeutiques.

1.2.1. Le systéme immunitaire inné

Le systéme immunitaire inné regroupe les cellules et systémes qui forment la premiére ligne
de défense d’un organisme. Ces cellules ont la capacité de reconnaitre les éléments du « non-
soi » afin de les éliminer ou de les présenter aux cellules du systéme adaptatif pour mettre en
place une immunité humorale. Ces cellules sont diverses et regroupent les granulocytes, les
¢osinophiles, les neutrophiles, ainsi que les cellules dendritiques, les monocytes et les
macrophages. Les macrophages en particulier sont concernés dans la pathogénése de la
paratuberculose. En effet, ce sont les cellules hotes favorisées par MAP (Momotani et al.,
1988; Zurbrick and Czuprynski, 1987). Les macrophages sont des cellules comportant
différents récepteurs a motifs sur leur surface. Ces motifs sont souvent des séquences d’acides
aminés caractéristiques de sucres ou lipides ou peuvent étre des brins d’ARN ou ADN de
pathogenes. Grace a ces récepteurs, les macrophages peuvent reconnaitre un corps étranger et
alors procéder a leur phagocytose. Les pathogenes ingérés sont internalisés et contenus dans
un compartiment appelé le phagosome, qui fusionne ensuite avec les lysosomes pour acidifier
son contenu et ¢éliminer les pathogénes graces a différentes enzymes. Dans le cas d’une
infection a MAP, il est intéressant de constater que MAP est reconnue par des récepteurs
généralement impliqués dans la reconnaissance de pathogenes tres distincts tels que des virus,
des bactéries extracellulaires ou des bactéries intracellulaires. En effet, différentes études ont
montré que malgré leurs différences, les différents récepteurs TLR (Toll-Like-receptor), a
savoir TLR1, TLR2, TLR4, TLRY, ou d’autres récepteurs tels que le récepteur a mannose
(MR), sont capables de lier différentes parties de MAP et d’influencer son devenir dans les
cellules (Arsenault et al., 2014; Bhide et al., 2009). Grace a son utilisation des récepteurs de
surface des macrophages, y compris les différents récepteurs du systéme du complément
(Schlesinger, 1998), MAP est alors capable de moduler le niveau d’inflammation de son
milieu ou le niveau d’apoptose. La mycobactérie est aussi capable d’échapper a son

¢limination en bloquant la maturation du phagolysosome (Kabara and Coussens, 2012;
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Rumsey et al., 2006) et d’inhiber 1’action des macrophages en évitant d’étre présenté via les
molécules du MHC (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de classe II afin de déjouer la
surveillance du systéme immunitaire. Cela se fait probablement grace aux lipides particuliers
qui forment sa membrane (Souza et al., 2013; Weiss et al., 2008). Ainsi, le blocage du
systtme immunitaire inné représente une part importante dans la stratégiec de MAP pour

survivre chez son hote.

1.2.2. Le systéme immunitaire adaptatif

Le systtme immunitaire adaptatif fonctionne différemment que le systéme immunitaire inné
mais avec le méme objectif : mettre en place une défense contre les pathogenes. Alors que les
cellules de I’'immunité inné¢ sont capables d’intercepter n’importe quel pathogéne aprés
reconnaissance de leurs motifs, les cellules de I'immunité adaptative sont a la base
programmeées pour répondre a la rencontre d’un pathogéne en particulier. Ces cellules sont
appelées les lymphocytes et elles sont généralement regroupées en 2 grandes familles, les
lymphocytes T et les lymphocytes B. La prolifération des lymphocytes est un phénomene
caractéristique de ces cellules en réponse a une stimulation antigénique. Apres stimulation, les
cellules présentatrices d’antigénes vont reconnaitre le dit antigéne, 1’ingérer et vont entrer
dans une cascade de mécanismes qui vont servir a mettre en place des moyens de suppression
de I’éventuelle menace. Un de ces mécanismes consiste justement a présenter 1’antigéne aux
lymphocytes via les molécules du MHC. Il va alors se développer une synapse
immunologique a la surface des lymphocytes (Norcross, 1984). Originairement décrite dans le
mécanisme d’activation des lymphocytes T, la synapse immunologique sert également a
I’activation des lymphocytes B (Kupfer ef al., 1994; Tolar and Spillane, 2014; Yuseft et al.,
2013). La formation de la synapse immunologique se fait grice a des déformations des
filaments d’actine qui composent le cytosquelette (Kumari et al., 2014; Le Floc'h and Huse,
2015; Lin et al., 2015). La modification de la surface des cellules pour créer la synapse joue
un rdle important pour la fonctionnalité des lymphocytes. En effet, elle va permettre 1’ancrage

des cellules afin de permettre la transmission de signaux de signalisation et va constituer une
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zone enrichie en récepteurs prévus a cet effet. On y retrouvera donc particuliérement un
enrichissement de récepteurs de cellules T (TCR) mais aussi de co-récepteurs tels que les
combinaisons CD80-CD86, ou encore la combinaison CD40-CD40L (Lim ef al., 2012; Tseng
et al., 2008). Grace a la formation de la synapse immunologique, les cellules vont pouvoir
interagir entre elles et ce, pendant un laps de temps suffisant pour se présenter des antigénes et
activer leurs récepteurs grace a la stabilité d’ancrage conférée par la modification de leur
cytosquelette. Les différents récepteurs a la surface des cellules présentatrices d’antigénes et
des lymphocytes vont alors pouvoir activer des cascades de signalisation qui vont provoquer
la libération de cytokines et entamer les processus de prolifération cellulaire. Ainsi, les
lymphocytes vont notamment sécréter de 1’interleukine-2 (IL-2) qui va favoriser la
prolifération des cellules et ce processus sera régulé par I’expression de la molécule de surface
CTLA-4. Cette derni¢re peut avoir un effet inhibiteur sur la prolifération lymphocytaire
(McCoy and Le Gros, 1999) possiblement par I’activité de trans-endocytose de ces cellules
(Qureshi ef al., 2011). I a d’ailleurs été décrit I’augmentation de 1’expression de CTLA-4
chez les lymphocytes de vaches infectées par MAP, concordant avec 1’anergie proliférative
observée par d’autres groupes de recherche (Leite et al., 2015). 1l est intéressant de noter
qu’en parallele a I’augmentation de 1’activité de CTLA-4, il y a une inhibition de ZAP-70 qui
fut observée, ZAP-70 étant une protéine tyrosine kinase cytoplasmique impliquée dans

I’activation des lymphocytes T (Chan et al., 1994; van Oers et al., 1994).

Parmi les différents types de lymphocytes, les lymphocytes T ont été extensivement étudiés di
a leur role effecteur et a leur plasticité. Ils sont généralement classifiés en 2 grands groupes :
les lymphocytes T auxiliaires CD4+, et les lymphocytes cytotoxiques CD8+. Ce sous-type de
lymphocyte est capable aussi bien d’agir suite a une infection en éliminant des cellules
infectées que d’agir avec un role de soutien, en sécrétant des cytokines pour aller activer
d’autres cellules. De plus, les lymphocytes T CD4+ sont généralement retrouvés comme étant
la population la plus abondante dans la circulation sanguine et sont grandement impliqués
dans les mécanismes de pathologies séveres telles que le HIV chez ’humain (Sleasman et al.,

1996). 1l n’est donc pas étonnant que bon nombre des recherches sur les lymphocytes
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d’animaux atteints de paratuberculose aient porté¢ sur les lymphocytes T CD4+ ou CDS8+
(Bassey and Collins, 1997; de Silva et al., 2013; de Silva et al., 2015; Plattner ef al., 2014).
Toutefois, le systtme immunitaire des bovins différe de celui de I’humain ou de la souris.
Dans le cas du systétme immunitaire adaptatif, la plus grande différence entre ces espéces
repose sur les quantités des différents sous-types de lymphocytes présents dans la circulation
périphérique. En effet, chez le bovin, la population de cellules CD4+ reste trés grande,
avoisinant les 20%, les CD8+ sont moins nombreuses, entre 5 et15% mais c’est surtout la
population de cellules Y6+ qui est énorme chez le bovin : entre 30 et 60% des PBMCs (Ayoub
and Yang, 1996; Hein and Mackay, 1991; Tanaka et al., 2008). En comparaison, les
lymphocytes yd+ présentes chez I’humain ne représentent que 0.5 a 10% de la population de
lymphocytes (Esin et al., 1996; Jutila et al., 2008), ce qui est trés peu en comparaison a la
proportion retrouvée chez les vaches. Les lymphocytes y6+ possedent les caractéristiques des
cellules professionnelles de I’immunité innée, avec leurs différents récepteurs comme les
TLRs, tout en gardant des caractéristiques propres aux lymphocytes (Hedges et al., 2005;
Hein and Mackay, 1991; Wesch et al., 2011). Ce sont des cellules polyvalentes capables de
faire de la phagocytose, de la présentation d’antigéne ou d’avoir un role similaire aux
lymphocytes auxiliaires (Collins et al., 1998; Coussens et al., 2012; Wu et al., 2009). 1 est
intéressant de noter 1’existence de plusieurs sous-types de cellules yd+, qui sont soit CD4+,
soit CD8+. De plus, elles peuvent présenter a leur surface la molécule WC1 et seraient alors
encore plus importantes dans le cas d’infection par des pathogenes intracellulaires (Pollock
and Welsh, 2002; Rogers et al., 2005a; Rogers et al., 2005b; Welsh et al., 2002). Elles
auraient aussi un rdle important a jouer dans la défense contre la paratuberculose et MAP
serait capable de modifier le phénotype de ces lymphocytes apres infection (Baquero and

Plattner, 2016; Koets ef al., 2002; Leite et al., 2015).

Il est intéressant de noter qu’une étude qui porte sur le modele ovin atteint de paratuberculose
a rapporté le phénomene d’anergie chez les animaux a un stade avancé de la maladie en
étudiant la réponse lymphoproliférative des animaux a différents stades de la maladie (Kurade

and Tripathi, 2008). Pour cette ¢tude, des agneaux ont €té infectés via la voie orale puis leurs
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cellules ont été prélevées a différents stades de leur maladie pour étre stimulées in vitro avec
du PPDIJ. L’analyse de la prolifération des lymphocytes ainsi stimulés a permis aux auteurs de
mettre en avant des niveaux de lymphoprolifération variable au cours de 1’évolution de la
paratuberculose. Cette anergie des lymphocytes chez les sujets atteints fut déja observée par
d’autres, et semblerait étre en lien avec le type de 1ésions induites par la maladie (Burrells et
al., 1998). Chez le bovin atteint de paratuberculose, c’est surtout le comportement des
différents types de lymphocytes en réponse a une stimulation par MAP ou ses dérivés qui a été
reporté, particulierement celui des lymphocytes T. De plus, la majorité des analyses ont été
réalisées chez des veaux artificiellement contaminés (Plattner et al., 2011; Plattner et al.,

2014; Plattner et al., 2013).

Néanmoins, une anergie des lymphocytes au niveau prolifératif fut également retrouvée chez
les vaches atteintes de paratuberculose (Weiss et al., 2006). Cette anergie serait dépendante de
I’organe d’origine des lymphocytes; elle fut notamment observée chez les lymphocytes

provenant de 1’iléon mais pas de la rate des animaux étudiés.

1.3. LA PARATUBERCULOSE BOVINE

1.3.1. Histoire de la maladie

La paratuberculose est une maladie caractérisée par le développement d’une entérite
chronique, dont les premiéres descriptions remontent au début du 19° siécle. Toutefois, ce
n’est qu’a partir de 1894 qu’elle fut vraiment étudiée en Allemagne, par le Dr. Heinrich Albert
Johne, d’ou sa deuxiéme appellation « maladie de Johne » (Johne and Frothingham, 1895).
Alors accompagné du Dr. Langdon Frothingham, le Dr. Johne eut I’opportunité d’étudier les
intestins d’une vache présentant des symptomes similaires a une vache atteinte de tuberculose
bovine, mais dont le test cutané était négatif. Dans ces tissus, ils découvrirent la présence
d’une bactérie acido-résistante, mais qui était incapable d’infecter des cobayes. Ils penserent

alors que cette bactérie n’était pas capable d’infecter des mammiferes et était probablement
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’agent causal de la tuberculose chez les oiseaux, a savoir Mycobacterium avium. A cette
époque, les deux chercheurs baptisérent cette maladie « I’entérite pseudotuberculeuse ». Un
peu plus tard, en 1906, le professeur Bang poursuivit les recherches sur la maladie et montra
des réponses différentes entre les espéces mycobactériales lors de tests tuberculiniques (Bang,
1906). 11 fut également le premier a proposer le nom de « paratuberculose » pour cette maladie
ressemblant a la tuberculose intestinale. Depuis sa découverte, la paratuberculose eut de
nombreuses propositions d’appellation, mais son nom actuel, ainsi que celui de
« Mycobacterium paratuberculosis » pour son agent causal, furent officiellement adoptés en

1923 a la publication d’un livre de bactériologie (Bergey ef al., 1923).

Ce n’est qu’a partir de 1912 qu’il fut rendu possible d’isoler MAP et de la mettre en culture
(Twort and Ingram, 1912). Les travaux sur la paratuberculose continuérent de plus belle et il
ne fallut que peu de temps pour que des chercheurs déterminent que cette maladie serait
responsable de grandes pertes économiques sans prises de mesures contre sa dissémination
(Meyer, 1913). Ainsi, la paratuberculose devint vite une maladie reconnue en Europe et en
Amérique. De plus en plus il devint évident que la maladie se véhiculait beaucoup a cause des
trafics d’animaux malades de troupeau en troupeau. Dans les années 1920, la présence de la
paratuberculose sur les continents asiatiques et africains fut confirmée et une dizaine d’années

plus tard ce fut le tour de I’Inde, de I’ Amérique du sud ainsi que du continent océanique.

1.3.2. Pathogénése

Une fois que MAP, I’agent causal de la paratuberculose, est ingérée par un ruminant, pour
lequel MAP démontre un grand tropisme, la mycobactérie se dirige vers le tractus intestinal et
plus particulierement au niveau du petit intestin et de préférence au niveau des plaques de
Peyer (Arsenault ef al., 2014; Sigurethardottir ef al., 2004). Elle traverse ensuite les défenses
de I’épithélium intestinal pour infecter dans un premier temps les cellules M (Microfold cells)
ainsi que les entérocytes (Bermudez ef al., 2010; Sigur-Dardottir et al., 2001; Sigurdardottir et
al., 2005; Sigurethardottir et al., 2004). 1l a été postulé que MAP était capable de cibler les
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cellules M préférentiellement grace a la fibronectine, une protéine d’adhérence, présente a la
surface de ces cellules (Secott et al., 2001, 2004). En effet, cibler d’abord les cellules M ainsi
que les entérocytes fait partie d’une stratégie efficace de MAP, car ces cellules forment
I’interface entre 1’épithélium de la muqueuse intestinale et les macrophages, ses cibles finales
(Momotani et al., 1988). Une fois les cellules M infectées, MAP influence les cellules pour les
pousser a produire des cytokines pro-inflammatoires, dont IL-1P, ainsi que des protéines
chimioattractantes comme MIP-2 afin d’attirer des macrophages et des cellules dendritiques
(Khare et al., 2009). Le mécanisme d’infection de MAP a été bien étudié et a donné le jour a
des revues de littérature résumant bien les différentes étapes (Figure 1) (Bannantine and
Bermudez, 2013). A la sortie des cellules M, MAP est alors capable d’entrer dans les
macrophages sub-épithéliaux et y rester pour proliférer en y récoltant ses nutriments. Il est
intéressant de noter qu’une fois a I’intérieur des macrophages ou des cellules dendritiques, ces
cellules vont étre activées et vont migrer, souvent vers des nceuds lymphatiques
mésentériques. Cette migration est d’ailleurs la raison pour laquelle il est possible de détecter
la présence de MAP dans différents tissus ou organes chez des individus atteints et peut méme
servir d’indicateur de sévérit¢ de la maladie (Dennis et al., 2008; Mutharia et al., 2010;

Subharat et al., 2012).
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Figure 1. Représentation schématique de I’infection des macrophages par MAP une fois
entrée au niveau de la muqueuse intestinale. Figure adaptée d’une revue de littérature

(Bannantine and Bermudez, 2013)

Une fois les macrophages ou cellules dendritiques infectés, MAP est capable de survivre au
dépens de son hote pour s’y répliquer lentement. L apparition des signes cliniques résulte de
sa dissémination et de I’inflammation que provoque MAP dans sa progression (Aho et al.,
2003). En effet, les macrophages infectés s’activent et produisent des cytokines, créant un
environnement favorable a une inflammation (Zurbrick and Czuprynski, 1987). Toutefois,
MAP module son environnement. Il agit d’abord en régulant possiblement négativement les
récepteurs MHC de classe II dans certains tissus (Alzuherri ef al., 1997; Okagawa et al., 2015)
ainsi que chez la cellule dendritique (Basler et al., 2013). La mycobactérie inhiberait
¢galement I’expression de cytokines telles que IL-12 (Sommer et al., 2009) et favoriserait une
action anti-inflammatoire en augmentant la sécrétion d’IL-10 par les macrophages (Weiss et
al., 2005). Les interleukines anti-inflammatoires ainsi produites participeraient possiblement a
I’inhibition de 1’apoptose observée (Kabara and Coussens, 2012). Au cours du temps, la
multiplication de MAP, et donc le renforcement de I’inflammation, va induire 1’apparition
d’une entérite et de granulomes contenant de grandes quantités de MAP (Gonzalez et al.,

2005). Finalement, les divers symptomes de la maladie tels que la malnutrition chez les
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animaux atteints sont la conséquence de I’entérite chronique granulomateuse formée par MAP

(Clarke and Little, 1996).

1.3.3. Les différentes phases de la maladie

Apres avoir été exposées a une infection par MAP, les cellules d’un individu vont soit pouvoir
lutter efficacement et éliminer les mycobactéries, soit se faire envahir. Dans le dernier cas,
I’individu va contracter la maladie et celle-ci se développe en plusieurs phases. La
paratuberculose bovine commence a I’infection initiale. Au début, la maladie est dans une
phase silencieuse, c’est-a-dire qu’elle n’entraine pas de signes cliniques visibles. Cette phase
silencieuse semblable a un temps d’incubation persiste sur des années en fonction des
individus. Il faut noter que les durées de chaque étape lors de I’évolution de la maladie
seraient liées a plusieurs facteurs tels que 1’age de I’animal lors de sa contamination ou la
quantité de MAP initiale a I’infection (Mortier ef al., 2013; Whitlock and Buergelt, 1996). En
moyenne, la phase silencieuse dure de 2 a 5 ans. Durant toute cette période, les animaux
infectés ne pourront étre distingués des animaux sains. Ainsi il est difficile de séparer ces
animaux infectés des troupeaux de fagon précoce. Pendant cette phase, les macrophages
infectés agissent en collaboration étroite avec les lymphocytes T afin de produire une réponse
de type Thl qui va tenter de contenir la propagation de I’infection (Wu et al., 2007). Au cours
de cette période silencieuse, soit dans les premiers temps suivant 1’infection, une sécrétion
d’inferféron-gamma est observée. Cependant, le profil IFN-g/Thl est de plus en plus remis en

question.

L’étape suivante de la maladie survient lorsque les premiers indices diagnostiques de la
maladie deviennent vérifiables. Cette phase est appelée la phase sous-clinique. Bien que les
animaux soient asymptomatiques, une caractéristique importante a ce stade est le début de la
dissémination de MAP dans les excrétions des animaux, mais de facon intermittente (Nielsen
and Toft, 2008). Il est donc possible de diagnostiquer des animaux infectés au stade sous-

clinique par PCR ou cultures bactériennes fécales mais le résultat dépend de la présence ou
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non du pathogéne ainsi que de sa quantité¢ dans les féces lors de 1’échantillonnage (Wells et
al., 2006). Durant cette phase transitoire de la maladie, une réponse immunitaire est observée,
notamment la production de plusieurs cytokines pro-inflammatoires comme TNF-a, IFN-f,
IL-2 ou IL-1p produites par les macrophages et les lymphocytes face a I’infection. Au cours
de la période sous-clinique, il a été émis I’hypothése selon laquelle la réponse Thl serait
progressivement relayée par la réponse Th2, qui se caractérise plutdt par une libération de
cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL10...) et la production d’anticorps (Swain et al., 1988).
Au cours des derniéres années, ce paradigme a longtemps ¢été suivi (Coussens et al., 2002) ,
méme si d’autres études montrent que les deux réponses peuvent parfois survenir dans le
méme temps (Begg et al., 2011; Dudemaine ef al., 2014). Une autre hypothése a été émise sur
le sujet a partir d’une modélisation mathématique (Magombedze et al., 2014). Selon celle-ci,
plusieurs scénarios seraient possibles en fonction des animaux di & une compétition entre les
cellules responsables des réponses Thl et Th2 pour les antigénes. Par la suite, il y a une
inflammation progressive qui s’installe et on peut observer chez les animaux des diarrhées

occasionnelles bien que leur comportement alimentaire ne change pas.

Finalement, la maladie évolue lentement vers le stade clinique. Les mycobactéries ayant pu
proliférer en quantités importantes, leur dissémination dans les tissus, les facteurs qu’elles
relachent et I’inflammation subséquente qu’elles induisent provoquent [’apparition de
nouveaux symptomes chez les animaux atteints. Les vaches malades au stade clinique
montrent souvent des signes d’amaigrissement malgré un appétit normal. A ce stade, la
paratuberculose se caractérise également par une diarrhée liquide d’abord intermittente puis
chronique, avec un fort taux d’excrétion de MAP. Au niveau des tissus, la présence de MAP
est retrouvée dans les autres parties du tractus intestinal, ou 1’on observe également des
muqueuses et nceuds lymphatiques cedématiés (Whitlock and Buergelt, 1996). En plus de ces
signes, les vaches laitieres voient leurs productions de lait diminuer brutalement, causant des
pertes économiques pour les producteurs (Nordlund et al., 1996; Wilson et al., 1993). Une
baisse de la fertilité croissante s’ajoute aussi a la liste des signes cliniques induits par la

paratuberculose bovine (Merkal ef al., 1975). Ainsi, les animaux malades au stade clinique
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sont séverement affaiblis par la cachexie et ne représentent que peu d’intérét pour les
producteurs. La maladie étant actuellement incurable, les animaux atteints meurent alors

d’épuisement ou, généralement, se font réformer par leurs propriétaires.

1.3.4. Transmission de la maladie

Comme décrit précédemment, MAP est un agent pathogeéne dont le mécanisme d’infection
repose principalement sur la voie oro-fécale. La bactérie se faisant expulser dans les
excrétions de ses hotes, elle est capable de se retrouver disséminée dans 1I’environnement. Elle
y persiste sous forme de biofilm jusqu’a trouver un nouvel individu qui I’ingére. Ainsi, une
vache malade excrétrice de MAP va participer au cycle de MAP en contaminant son
environnement et en exposant donc les autres vaches du troupeau a une potentielle infection.
Ceci vaut également pour sa progéniture, on parle donc de transmission horizontale et

verticale (Figure 2).

Les vaches atteintes de la paratuberculose a un stade avancé sont également capables de
contaminer leurs veaux par d’autres moyens. Bien que peu d’infections résultent d’une
exposition prénatale, MAP est capable de passer outre la barriere placentaire pour infecter des
feetus de veau in-utero (Adaska and Whitlock, 2012; Whittington and Windsor, 2009). La
transmission verticale de la paratuberculose s’effectue également de facon postnatale, lors de
I’alimentation des veaux avec du colostrum ou du lait contaminé (McAloon et al., 2016;
Sweeney, 1996). Dans certains cas, il est également possible que ce soit les mamelles des

vaches qui soient contaminées et donc responsable de la transmission des infections.

Bien que I’infection des animaux adultes soit possible, les individus les plus susceptibles a une
infection par MAP sont les jeunes veaux de 1 a 2 ans, principalement di a I’immaturité de

leurs défenses immunitaires (Fecteau ef al., 2010; Larsen et al., 1975).
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Figure 2. Schématisation de la transmission de MAP dans les troupeaux bovins. Les
vaches malades excrétrices vont contaminer les eaux, sols et matériels environnants et ainsi
exposer le reste du troupeau a une infection. Le méme principe s’applique pour leurs veaux,
mais une voie d’exposition s’ajoute : celle de 1’alimentation avec du colostrum ou du lait

contaminé. Figure provenant du site http://www.gds-poitou-charentes.ft/.

I1 faut noter que la paratuberculose peut aussi se transmettre via de la semence contaminée. En
effet, la présence de MAP dans du sperme de taureau atteint de paratuberculose a déja été
reportée dans plusieurs études (Ayele et al., 2004; Herthnek et al., 2006). Ainsi, il est possible
que la maladie se transmette lors de la reproduction des animaux, ou lors des inséminations
artificielles avec de la semence contaminée. De plus, MAP pouvant infecter différentes

especes, la contamination des troupeaux peut étre causée par des animaux sauvages.
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1.3.5. Traitement de la paratuberculose bovine

Actuellement, il n’existe aucun traitement efficace de la maladie. En effet, de par les
caractéristiques de sa paroi, MAP est résistante a plusieurs traitements antibiotiques. Plusieurs
¢tudes portées sur 1’efficacité¢ de traitements complexes utilisant plusieurs antibiotiques a
différents spectres ont été réalisées mais ces derniers n’ont pu que ralentir la croissance de
MAP au mieux (Greenstein et al., 2007; St-Jean and Jernigan, 1991). L’effet de la plupart des
différentes molécules a bien été résumé (St Jean, 1996). Bien que I’activité inhibitrice des
antibiotiques sur MAP puisse sembler intéressante, la durée des traitements ainsi que leur colt
semblent déraisonnables par rapport au bénéfice obtenu. De plus, les réglementations

concernant la viande ou le lait d’animaux exposés aux antibiotiques sont assez strictes.

Mis a part les traitements directs de la maladie, des stratégies prophylaxiques via les vaccins
sont en cours de développement. Toutefois, leur efficacité n’est que limitée mais les vaccins
vont diminuer les charges bactériennes excrétées par les animaux infectés et ralentir la
survenue des signes cliniques chez ces animaux (Bastida and Juste, 2011; Rosseels and

Huygen, 2008).

1.3.6. Diagnostic de la maladie

Afin de pouvoir appliquer des stratégies thérapeutiques ou préventives contre la
paratuberculose, il est nécessaire de pouvoir diagnostiquer les animaux. Néanmoins, a cause
des différents délais d’incubation ou d’apparition des signes cliniques, il est souvent difficile
d’identifier ces animaux parfaitement. De fagon générale, les tests diagnostiques pour la
paratuberculose vont se regrouper en 2 parties : les tests visant la détection directe de MAP
dans les échantillons, ou les tests basés sur la détection d’une réponse immunitaire spécifique
a une infection par MAP. Historiquement, la détection de MAP se basait principalement sur
des analyses microbiologiques, par culture sur gélose ou par culture liquide qui s’avére étre

plus rapide (Cousins et al., 1995; Whittington et al., 1998). La performance de la culture
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liquide fut améliorée par la venue de différents systémes qui reposent soit sur des capteurs
d'ions pour lire la production de '*CO, (Bactec 460), soit sur I’analyse de la consommation
d'oxygene (systeme VersaTREK) ou du changement de la pression (systtme MGIT pour
« mycobacterial growth indicator tube ») comme indicateurs de croissance. Aujourd’hui
encore la culture bactérienne est considérée comme la technique de référence pour le
diagnostic de la paratuberculose. Toutefois, la communauté scientifique est a nouveau a la
recherche de « gold standard » (Britton et al., 2016). En effet, la technique faisant appel a du
milieu sélectif et une confirmation soit par coloration de Ziehl-Neelsen, soit par qPCR, sa
spécificité est grande. Néanmoins, la croissance de MAP étant tres longue, le diagnostic en est
d’autant plus ralenti. Il faut en moyenne de 2 a 3 mois pour avoir des résultats, voire encore
plus pour étre str de ne pas avoir de faux négatif, le temps de culture dépendant également de
la charge bactérienne de 1’échantillon (Whitlock and Buergelt, 1996) De plus, la culture
nécessite un traitement de décontamination par antibiotiques pour enrayer la surcroissance de
microorganismes autres que MAP, une étape qui diminue la sensibilité du test en éliminant
10%-10° bactérie par échantillon (Grant et al., 2003). Malgré tout, un risque de contamination
persiste au final (Whipple et al., 1991). La coproculture représente donc une méthode longue
et colteuse pour le diagnostic de la paratuberculose, avec une sensibilit¢ dépendant de

nombreux facteurs.

L’autre catégorie de test repose principalement sur la détection d’anticorps spécifiques a MAP
par les tests ELISA, ou le dosage des interférons gamma (Jungersen et al., 2012; Mikkelsen et
al., 2009). Ces tests diagnostiques sont plus rapides a exécuter et plus économiques. Parmi
eux, le test ELISA est notamment un des plus utilisés, avec plusieurs kits commerciaux
disponibles sur le marché. Le test ELISA est effectué sur de petits échantillons de sérum et se
base sur la détection d’une réponse humorale spécifique a la paratuberculose. Cette réponse
immunitaire est évaluée par la capture d’anticorps spécifiquement dirigés contre des protéines
de MAP, lesquelles dépendent du kit utilisé. C’est une technique rapide et moins onéreuse que
la culture, avec I’avantage d’avoir une trés haute spécificité. Néanmoins, le test ELISA pour le

diagnostic des troupeaux devrait €tre associé avec d’autres techniques car sa sensibilité est
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faible. En effet, il a été reporté des sensibilités avoisinant 20-40% chez des animaux excrétant
de faibles quantités de MAP dans leur féces et donc en stade sous-clinique, méme si cette
sensibilité est largement améliorée (80-100%) chez des animaux fortement excréteurs et donc
probablement en phase clinique (Collins ef al., 2005; Donat et al., 2014). Ainsi, le test ELISA

employé seul est critiqué car les animaux en phase sous-clinique sont peu détectés a I’ELISA.

Une autre des techniques de diagnostic ante mortem principalement utilisées pour la détection
de MAP dans les troupeaux est la technique de la qPCR (quantitative Polymerase Chain
reaction ou PCR a temps réel). En effet, grace a une meilleure connaissance du génome de
MAP et de I’identification de certains de ses marqueurs génétiques, les tests directs par la
détection de séquences d’ADN génomique spécifiques a MAP par qPCR se sont répandus.
Cette approche consiste a détecter la présence d’ADN génomique de MAP dans des
échantillons de féces ou de lait aprés amplification grace a des amorces spécifiques 8 MAP
(Tableau 1). Comme pour les tests ELISA, les avantages de la qPCR reposent sur son
excellente spécificité, dépendante des amorces utilisées, mais aussi de sa facilit¢ de
réalisation, sa rapidité et de son colit. Afin d’assurer la sensibilité de la détection par PCR, une
étape d’extraction et de purification de ’ADN génomique est généralement requise. Cette
étape est cruciale compte tenu de présence d’inhibiteurs de la PCR. Le matériel fécal est
notamment riche en polysaccharides complexes et acide phytique (Angelakis et al., 2016;
Monteiro et al., 1997; Schrader et al., 2012; Thornton and Passen, 2004). Cette étape a donc
un grand impact sur le résultat du diagnostic, au méme titre que le choix de la cible ou des
amorces (Chui ef al., 2004; Leite et al., 2013). Malgré que la sensibilité du diagnostic par la
qPCR soit meilleure que celle du test ELISA, elle demeure dépendante des mémes facteurs
que la culture fécale, a savoir la charge bactérienne de 1’échantillon, ainsi que du caractére
intermittent de 1’excrétion des bactéries par les animaux en phase sous-clinique (Clark et al.,

2008; Nielsen and Toft, 2008).
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Tableau 1. Cibles courantes des amorces de PCR pour la détection de MAP

Cible de Nombre de copies

I'amor dans le génome de Taille (bp) Références
amorce MAP
1S900 14-18 1451 (Green et al., 1989)

(variable) v
ISMAPO02 6 117 (Stabel and Bannantine, 2005)

ISMav2 3 390 (Strommenger et al., 2001)

HspX 1 30 (Ellingson ef al., 1998)
F57 1 620 (Poupart et al., 1993)

Liste des amorces les plus couramment utilisées pour le diagnostic de la paratuberculose, ainsi

que leur taille et le nombre de copies présentes dans le génome de MAP

1.4. OBJECTIFS

La paratuberculose est responsable d’énormes pertes économiques dans 1’industrie laitiére au
niveau mondial a cause des symptomes qu’elle entraine. Au Canada, ces pertes sont estimées
étre de 15 a 90 millions de dollars par an (Chi et al., 2002; McKenna et al., 2006). Pour
diminuer ces pertes, il est nécessaire de pouvoir empécher la dissémination de la maladie au
sein des troupeaux. La réforme des animaux atteints de la maladie de Johne est une pratique
recommandée dans ce but (Sweeney et al., 2012). Toutefois, elle nécessite de pouvoir
diagnostiquer efficacement les animaux. Ainsi, les méthodes de prévention mises en place
sont grandement dépendantes des méthodes de diagnostic utilisées dans les troupeaux et
malheureusement, leur sensibilité ne permet souvent pas de dépister des animaux en phase
sous-clinique ou silencieuse. Ce manque de sensibilité, dii aux raisons mentionnées
précédemment, fait que la prévalence de la maladie dans les troupeaux est probablement sous-
estimée. En effet, il est estimé que la plupart des tests diagnostiques ne permettent la détection
que de 25 a 30% des animaux infectés dans un troupeau (Whitlock and Buergelt, 1996). De
cette estimation, des modeles mathématiques ont été créés pour évaluer la prévalence réelle de
la maladie dans un troupeau lors de la découverte d’un animal en phase clinique. Cette

modélisation est appelée « ’effet iceberg de la maladie de Johne » (Figure 3) (Magombedze et
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al., 2013). Selon ce modele, un troupeau contenant un animal en phase clinique avancée en
dissimule au moins deux autres en phase clinique, 4 a 8 en phase sous-clinique et 10 a 14 en
phase silencieuse. Le fait de ne pas pouvoir détecter ces animaux ne favorise pas la mise en
place de bonnes pratiques préventives. Il est donc important de développer de nouvelles
méthodes de diagnostic de la paratuberculose chez le bovin laitier. L’idéal serait que ces
nouvelles techniques s’affranchissent des limitations des méthodes actuelles et puissent
permettre la détection d’animaux en phase sous-clinique ou nouvellement infectés, sans pour

autant perdre en spécificité.
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Figure 3. Représentation de ’effet iceberg de la maladie de Johne. Les animaux hors de
’eau, soit la pointe de I’iceberg, représentent des animaux détectables par les méthodes de
diagnostic actuelles dans un troupeau. Pour ce nombre de vaches infectées diagnostiquées, les
vaches sous 1’eau représentent une estimation du nombre d’animaux infectés non
diagnostiqués dans ce méme troupeau. Les animaux a ’interface représentent les vaches au

stade sous-clinique pouvant étre détectées occasionnellement.

26



Ainsi, le but de ce projet était de mettre au point de nouvelles méthodes ou de nouvelles
recommandations pour améliorer le diagnostic de la paratuberculose chez la vache laitiere.
Pour cela, il a fallu la collaboration de fermes commerciales, ainsi que la mise au point des
diagnostics de leurs troupeaux par les techniques conventionnelles afin d’avoir leur statut dans
notre étude. Dans un premier temps, une ¢tude comparative de différentes trousses
d’extraction d’ADN et de détection de MAP a été réalisée afin de pouvoir diagnostiquer les
animaux avec le plus de sensibilité possible par PCR. Cette technique, combinée a la culture
fécale et aux tests ELISA, a donc permis d’avoir le statut des animaux avec la meilleure
précision qu’il est possible d’attendre a ce jour. Finalement, grice a toute cette préparation, il
¢était rendu possible de réaliser des essais pour tenter de mettre en place un nouveau test de
diagnostic, avec des individus atteints de la maladie ainsi que des individus sains comme
contrdles positifs et négatifs. Au vu des différentes approches déja existantes pour le
diagnostic, le projet s’est concentré sur la recherche d’une facon de discriminer les vaches
malades des vaches saines en observant la prolifération cellulaire de leurs lymphocytes apres

une nouvelle rencontre avec MAP.
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QUANTITATIVE PCR SYSTEMS FOR BETTER SENSITIVITY IN DETECTING
THE CAUSATIVE AGENT OF PARATUBERCULOSIS IN DAIRY COW FECAL
SAMPLES

D. Fock-Chow-Tho,*t E. Topp,f E.A. Ibeagha-Awemu,* and N. Bissonnette*

*Sherbrooke Research and Development Centre, Agriculture and Agri-Food Canada,
Sherbrooke, Quebec, JIM 0C8 Canada

TDepartment of Biology, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, J1IK 2R1 Canada

}London Research and Development Centre, Agriculture and Agri-Food Canada, London,
Ontario, N5V 4T3 Canada

Article soumis dans le Journal of Dairy Science le 30 avril 2016.

Contribution des auteurs :

L’¢ébauche de I’article fut rédigée par M. David Fock-Chow-Tho, puis révisée et améliorée
par Mme Nathalie Bissonnette. L’échantillonnage du matériel biologique (féces et sang) ainsi
que leur traitement pour les différentes analyses ont été réalisés par Mme Catherine Thibault
avec la participation de M. David Fock-Chow-Tho, Mme Emilie Constant et I’aide de
différents étudiants en stage. Le design expérimental a été réalisé par Mme N. Bissonnette.

Tous les auteurs ont lu et contribué a la rédaction de 1’article.

28



Avant-propos de Particle : La contamination orale-fécale est le mode le plus important de
transmission de la paratuberculose. Ainsi la détection des animaux responsables de la
dissémination du pathogéne par son excrétion dans les féces est prioritaire. En utilisant la
méthode de détection la plus robuste, I’identification des animaux excréteurs et une bonne
régie pourraient empécher la propagation de la maladie chez les animaux d’¢élevage. La
détection directe de MAP fécale chez des individus par la PCR quantitative est rapide et a
gagné en popularité. Pour cela, plusieurs trousses commerciales sont actuellement proposées.
Suivant les résultats obtenus avec des féces dont on a artificiellement introduit MAP, elles
sont toutes aussi performantes les unes que les autres. Cependant, les études comparatives de
ces trousses effectuées avec des vaches naturellement infectées sont plus rares. Les résultats
de Dl’article du présent chapitre présentent une évaluation rigoureuse de la sensibilité des
trousses commerciales en utilisant des spécimens naturellement infectés et artificiellement
enrichis en MAP. Il est observé que les trousses n’ont pas les mémes performances avec des

maticres fécales artificiellement ou naturellement infectés par cette mycobactérie.

Le manuscrit a ét¢ soumis a la revue Journal of Dairy Science et a été accepté pour

publication le 4 Octobre 2016.
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2.1. ABSTRACT

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) is the pathogen that causes ruminant
paratuberculosis (Johne’s disease) worldwide. Oral—fecal contamination is the most important
mode of transmission of paratuberculosis, and thus eradicating MAP-shedding animals could
prevent disease propagation. Fecal culture, a well-known method for MAP diagnosis, requires
costly specialized media and a long incubation time that sometimes ends in disappointing
bacterial contamination. To facilitate the efforts of control programs, we evaluated the
performance of direct fecal quantitative PCR (qPCR) assays in terms of sensitivity and
robustness. Commercial kits use different strategies for extracting DNA combined with qPCR
systems for detecting the presence of MAP in fecal samples. In this study, we compared the
sensitivity of 3 commercially available DNA extraction kits (A, B, and C) combined with 2
gPCR systems (T and V) for the detection of MAP in infectious cows. A total of 49 dairy
cows from 5 different herds were sampled twice a year for 3 yr and diagnosed by fecal culture
and ELISA assays. Eight replicates of their fecal samples from the first sampling were tested
with each DNA extraction method and qPCR detection system. Although all 3 of the
commercial DNA extraction kits were previously described as very efficient for
paratuberculosis diagnosis, kit B provided the highest sensitivity. Indeed, 89% of the cows
declared positive for paratuberculosis by both fecal culture and ELISA assays were identified
with kit B, whereas only 23% and 43% of the cows were confirmed with kits A and C,
respectively. Interestingly, kit B was able to detect some low MAP shedders. Moreover, the
qPCR detection system played a critical role, with system T yielding qPCR with the highest
sensitivity. The results of this study suggest that DNA extraction kit B in combination with
detection system T provides the best amplification of MAP DNA from fecal samples with the
highest sensitivity and specificity. Although 1 DNA extraction and qPCR analysis should be
adequate for confirmation that an animal with diarrhea or other signs associated with the
disease is positive, detecting low shedders with the highest sensitivity should include

repetitive testing. This study demonstrates the importance of repetitions using the most
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appropriate method for extracting DNA from fecal samples combined with a compatible

gPCR system for identifying MAP-shedding animals.

Key words: bovine paratuberculosis, diagnosis, qPCR, fecal DNA extraction kit
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2.2. INTRODUCTION

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) is the pathogen responsible for causing
paratuberculosis (Johne’s disease) worldwide. The disease has been described mainly in
ruminants, although many species have been found to be infected (Beard et al., 2001;
Kennedy and Benedictus, 2001), and is characterized by a slow progression to chronic
granulomatous enteritis (Clarke, 1997; Stabel, 1998). During the subclinical stage, which lasts
4 to 6 yr, there are nearly no signs of the presence of the disease, but intermittent shedding of
MAP in feces may occur. As the disease progresses, various symptoms such as chronic
diarrhea, loss of milk production, decreased fertility, and even mastitis appear (Chiodini et al.,
1984; Gonda et al., 2007). No treatment is currently available for paratuberculosis (Whan et
al., 2001; Fecteau and Whitlock, 2011).

The increasing prevalence of infected animals resulting from modern farming has elevated
bovine paratuberculosis to a global concern. Johne’s disease is responsible for great economic
losses in the livestock industry. In Canada, $15 million to $90 million is lost each year (Chi et
al., 2002; McKenna et al., 2006). Oral-fecal contamination is the most important mode of
transmission of paratuberculosis, and thus eradicating MAP-shedding animals could prevent
disease propagation. Detecting MAP in herds is therefore of utmost importance, but precise
diagnosis remains unsatisfactory and represents a limiting factor in preventing the disease and

eradicating MAP.

Common methods for the detection of MAP include techniques such as ELISA and fecal
culture. Faster and cheaper than fecal culture, ELISA assays have high specificity but lack
sensitivity (Whitlock et al., 2000a; Dargatz et al., 2001; Salgado et al., 2007). Historically,
Johne’s disease was diagnosed in cattle mainly by direct culture of MAP from feces (Collins,
1996; Paolicchii et al., 2003; Clark et al., 2008). Unfortunately, this reference method is labor-
intensive and often compromised by bacterial contamination. Therefore, this method is

gradually being replaced by molecular approaches. Analysis by PCR was introduced as an
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alternative to compensate for the cost, time consumption, and lack of sensitivity in diagnosis
(Taddei et al., 2004; Bogli-Stuber et al., 2005; Herthnek and Bolske, 2006). For this molecular
approach, the DNA extraction method must be robust and efficient and the detection system

must be sensitive and specific in order to limit false-negative results.

Fecal matter is generally considered to be a difficult sample type for the molecular detection
of microbes, owing to the presence of PCR inhibitors and the abundance of other
microorganisms diluting the presence of MAP genome equivalents (Ge) in the DNA extract.
A wide selection of commercial kits is available for MAP detection, but it is reasonable to
expect that their efficacy could differ. Different studies on the subject showed that commercial
DNA extraction methods, which included different sample treatments, greatly affected PCR
results (Monteiro et al., 1997; Kabir, 2004) in terms of both the sensitivity and specificity of
MAP detection (Chui et al., 2004; Amaro et al., 2008; Leite et al., 2013; Radomski et al.,
2013). Concerning the specificity of the assay, several molecular reference markers for the
detection of MAP have been described. In the present study, we compared the sensitivity of 3
commercial DNA extraction kits using 2 different MAP-specific probes, HspX and ISMAPO02.
The purpose of this study was to evaluate combinations of different commercial systems for
the detection of MAP in artificially spiked versus naturally infected fecal samples from dairy

cattle.
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2.3. MATERIALS AND METHODS

2.3.1. Sampling

Fecal and blood samples were collected every 6 mo from December 2013 to December 2014
from Holstein cows (n = 528) in 5 different commercial tie-stall-housed dairy herds. The
selected animals were lactating cows that were more than 24 mo old at first sampling. Fecal
samples were taken per rectum, with a clean glove used for each cow. Because MAP is better
preserved at —80°C (Raizman et al., 2011), the samples were kept cold at 4°C for a maximum
of 24 h until they were aliquoted and then stored at —80°C as recommended (Whitlock and
Rosenberger, 1990; Khare et al., 2008). Concurrent individual blood samples were also
collected in dry tubes for serum collection (BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada).
Within a few hours of sampling, the tubes were centrifuged at 1,800 x g at 4°C for 15 min,
and sera were collected and then stored at —80°C until analysis by ELISA. A selection of 49
lactating cows for which we had 3 paired data sets and that were not culled during the

sampling period was used for comparison of the extraction Kkits.

2.3.2. Diagnosis

Fecal samples from the first and last sampling (n = 1,056) were sent to the Laboratoire
d’épidémiosurveillance animale du Québec (Saint-Hyacinthe, QC, Canada). Aliquots were
kept frozen at —80°C until diagnosis was made. Isolation of MAP was achieved using BD
MGIT ParaTB culture medium and the BACTEC MGIT 960 system as described previously
(Arango-Sabogal et al., 2016). An acid-fast bacilli stain was performed using the TB
Fluorescent Stain Kit M (Fisher Scientific, Ottawa, ON). Positive samples were confirmed by
real-time PCR [TagMan MAP (Johne’s) Reagents; Applied Biosystems, Foster City, CA].
Sera samples from all individuals were processed using the IDEXX Pourquier MAP antibody
test kit (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, ME) according to the manufacturer’s

instructions. Optical density values were transformed to a sample-to-positive ratio as
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described previously (Collins, 2002). Samples with a sample-to-positive ratio greater than or
equal to 55% were considered positive. In parallel, a panel of samples from 6 animals in each
of the shedding level groups, that is, animals shedding high, moderate, or low amounts of
MAP, was confirmed by culture as described previously (Whitlock and Rosenberger, 1990).
Three DNA extraction kits were tested on the high shedders (>100 cfu per media tube),
moderate shedders (10-100 cfu per media tube), and low shedders (<10 cfu per media tube)
for comparison purposes. The status of the cows was considered paratuberculosis-positive

when detection by fecal culture or ELISA was positive in at least 1 of the sampling periods.

2.3.3. DNA Extraction

Three commercially available kits for sample processing (kits A, B, and C) that had
previously been studied by Dr. Stabel’s group (Leite et al., 2013) (who referred to them as kits
A, E, and F), were tested with 49 cows from different herds that contained negative and
positive cows. The sensitivity for detecting MAP in the extracted samples was compared
using the same kit-specific PCR. All 3 methods included a bead-beating step, and only kits A
and B included lysis buffer. Kit A was the certified MagMAX Total Nucleic Isolation Kit
(Applied Biosystems) and was carried out using the MagMAX Express Magnetic Particle
Processor (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s instructions. For DNA
binding, kit A used paramagnetic beads, whereas kits B and C used a column-based
technology. Kit B was the ZR Fecal DNA MiniPrep (Zymo Research Corp., Irvine, CA,
USA). Kit C was the MAP Extraction System with the Two Grams Protocol (Tetracore Inc.,
Rockville, MD, USA) for maximum sensitivity as recommended by the manufacturer. The
manufacturer of kit C also sells PCR reagents for the detection of MAP (quantitative PCR
[qPCR] detection system V). Elution was done with 50 uL for kits A and C but with 100 pL
for kit B, as recommended by the manufacturer. Extraction was done following the kit
manufacturers’ recommendations and protocols. Each fecal sample from the 49 cows was
extracted 8 times with the respective commercial kits to analyze sample-to-sample variation,

for a total of 392 extractions per kit, in order to determine the sensitivity of the extraction

37



system. The protocols followed were based on the manufacturers’ instructions. Briefly, all 3
kits mechanically disrupted the bacteria using bead beating. The concentration and purity of
the 1,176 DNA extracts were quantified in each sample with a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA), and the extracts were
stored at —80°C until qPCR analysis. The integrity of DNA was assessed by agarose gel

electrophoresis.

2.3.4. qPCR Analysis

All fecal extracts from the 49 cows were extracted 8 times with the 3 DNA extraction kits
(total of 1,176 extracts) and were analyzed using the 2 qPCR systems, detection system T and
detection system V, in parallel. The target gene for system V (VetAlert Johne’s Real-Time
PCR; Tetracore Inc.) is HspX, and the target gene for system T (TagMan MAP Johne’s
Reagents; Life Technologies, Foster City, CA, USA) is ISMAPO2. Both targets are specific
for MAP (Ellingson et al., 1998; Stabel and Bannantine, 2005). Quantitative polymerase chain
reactions were performed following each manufacturer’s recommendations, using 8 or 2.5 uL
of each extracted sample for qPCR system T or V, respectively. For system V, the PCR
program was 10 min at 95°C, and then 45 cycles of denaturation at 95°C for 15 s and
annealing/extension at 62°C for 1 min. The protocol for detection kit T was 2 min at 50°C and
then heating at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 15 s and
then 60°C for 45 s for annealing and extension. Positive controls were prepared with DNA
extracted from pure MAP strains. For comparison between the 2 detection systems, the
number of cycles for analysis with qPCR system T was increased to 45. A test was considered

positive with at least 1 cycle threshold (Ct) value under 38.

2.3.5. Detection Limit

The detection limit was evaluated using theoretical considerations as well as experimental

evaluations. The theoretical detection limit was defined according to the manufacturer’s
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protocol for each of the 3 DNA extraction kits. The procedures included different dilution
steps and used different fractions of the working solution in their respective strategies, which
are summarized in Table 1. To define the experimental detection limit of each kit, fecal
samples from a healthy 6-yr-old cow from a paratuberculosis-free herd that tested negative by
ELISA and bacterial culture over a 2-yr period were used. The feces were spiked with
different amounts of living MAP (strain 39382), ranging from 10 to 1 million bacteria per
gram of fecal material. Optical density was used to quantify MAP, because PCR and turbidity
correlate well (Elguezabal et al., 2011). The absorbance (A600nm) of the bacterial suspension
was measured weekly to assess bacterial growth. After 10 wk, cells were harvested, washed
with sterile PBS (pH 7.4), and then resuspended in PBS. The suspension was passed through a
26 gauge needle to disperse the clumps, and MAP concentration was evaluated by optical
density as described elsewhere (Janagama et al., 2006; Shin et al., 2007; Zhu et al., 2008;
Kralik et al., 2012; Plain et al., 2014). Spiked samples were then processed with each DNA
extraction kit and analyzed by qPCR using both detection kit T and detection kit V. In
addition to our analysis on artificially spiked samples, we also studied feces from naturally
infected cows. Fecal samples from 6 high-, medium-, and low-shedding cows were extracted
with the 3 different extraction kits and compared by qPCR using either detection kit T or V

(with assays performed in triplicate) to assess their practical sensitivity.

Estimates of Ge in the suspensions of MAP were made by calculations using the molecular
weight of MAP described previously (Li et al., 2005).The concentration of MAP in the
suspension from 5 different strains isolated from clinical cows (gift from Dr. Jeroen De Buck,
University of Calgary, Calgary, AB, Canada) was confirmed by both culture (direct
evaluation) and qPCR. Standard curves using serial dilutions of MAP DNA were used to
reveal the expected Ct values for different amounts of MAP Ge. The concentration of the
working MAP suspension with an optical density of 0.7 OD600nm was confirmed to be 2x10°
to 2.5x10° cfu/mL. Genomic DNA and DNA quality were evaluated using NanoDrop
spectrophotometry, and serial dilutions were used to evaluate the detection limit of qPCR

systems T and V.
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2.3.6. Ethics Statements
All animal procedures were carried out according to the Canadian Council on Animal Care

guidelines for institutional animal use, and ethical approval for the study was obtained from

the Agriculture and Agri-Food Canada Animal Ethics Committee (Protocol 362).

2.3.7. Statistical Analysis

Results are expressed as means + standard deviations. Significant differences between the kits

were calculated using the GLIMMIX procedure for generalization of our results in a linear

model, followed by a Tukey’s test. Values of P < 0.05 were considered significant.
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2.4. RESULTS

2.4.1. Sensitivity of MAP Detection in Spiked Feces

Extractions were performed using feces that had been artificially contaminated with a specific
number of MAP units, from 50 to 50,000 cfu/g of feces. The DNA extracted with the different
kits were then analyzed in combination with qPCR system V or T. Overall, MAP detection
was improved using qPCR system T rather than system V (Table 2). Coupled with qPCR
system V, kit C performed the best using artificially infected samples, detecting feces spiked
with 5,000 cfu/g, but showed late Ct values of 40. At 50,000 cfu/g, all kits permitted MAP
detection in combination with qPCR system V, but sensitivity differed greatly: kits B and C
presented similar Ct values of 38.19 = 0.96 and 37.87 + 2.26, respectively, whereas the
sensitivity of kit A was poor, with very late PCR detection (43.47 £ 0.71). With qPCR system
V, the average performance of kits B and C was 38 and 49 times better, respectively, than that
of kit A, based on a twofold PCR amplification. When the DNA extraction kits were used in
combination with qPCR system T, their sensitivity was improved. Kits A, B, and C could
detect MAP in feces spiked with 500 cfu/g. At this level of spiking, no significant difference
in Ct values was observed, but kit C would have appeared better if not for the larger variation
among replicates (Table 2). At 50,000 cfu/g, a marked gap appeared between kit A on one
hand and kits B and C on the other (220- and 273 fold differences, respectively). At 50 cfu/g,

the signal was lost, and none of the kits permitted MAP detection.
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Table 2. Comparison of the three DNA extractions Kits evaluated by quantitative PCR (qPCR) in feces artificially spiked with
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)1

Fecal
sample qPCR system V qPCR system T
spiked
with MAP Extraction kit Extraction kit
(cfu/g) A B C A B C
(no MAP) ND ND ND ND ND ND
50 ND ND ND ND ND ND
500 ND ND ND 39.21 (0.07*  38.08 (0.74*  36.86 (1.61)
5,000 ND ND 40.00 (0.36) 37.83 (226  35.03 (1.28)*  32.44 (0.15)°
50,000 4347 (0.71)*  38.19 (0.96)° 37.87 (2.26) 36.03 (0.58) 2825 (0.29)°  27.94 (0.09)°

“®Mean cycle threshold values within a row with different superscripts differ (P < 0.05).

'The coefficient of variation is shown in parentheses. ND = not detectable.
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2.4.2. Sensitivity of the Extraction Kits in Natural MAP Shedders

The detection of cows shedding MAP at different levels was assessed with the 3 DNA
extraction kits combined with either qPCR system T or V (Figure 4). In the high-
shedding cows, MAP was detected with all DNA extraction kits coupled with either
detection system V or T. Cycle threshold values that were significantly lower, by 8 to 10,
were obtained with qPCR system T. The performance of kits B and C was similar,
whereas kit A reported the lowest sensitivity with both detection systems. In the medium
shedders, system T also showed the best qPCR sensitivity, detecting MAP in all 6 cow
replicates (6/6) of kits A and B with mean Ct values of 35.86 and 31.91, respectively. For
kit C, however, only qPCR detection system V could detect the moderate shedders, and
only at high Ct values. Quantitative PCR detection system V performed better (6/6) with
its companion extraction kit C, whereas detection was positive for only 1/6 with kit A and
4/6 with kit B. Even though qPCR system V detected MAP, its sensitivity was very low,
with Ct values around 40. In the low shedders, qPCR system V could not detect MAP in
any of the kit extracts. When DNA extraction kit A was used to detect MAP in the low-
shedding cows, there was no signal at all. Overall, no detection was seen in the low
shedders using qPCR system V. In contrast, the combinations of kit C with system T and
kit B with system T permitted the detection of 1/6 and 3/6 with mean Ct values of 38.29
and 38.16, respectively.
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Figure 4. Detection of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) by
quantitative PCR (qPCR) in feces extracted with different commercial kits from
cows grouped according to their shedding level. Samples from 6 different that were
shedding high, moderate, or low amounts of MAP were grouped as follows: high
shedders (>100 cfu per media tube), medium shedders (10-100 cfu per media tube), and
low shedders (<10 cfu per media tube). Detections were repeated 6 times for each
sample. When replicates did not permit positive detection, the number of positive tests is
indicated. The abbreviation “ND” (not detectable) is used when no detection was

reported for all replicates.

2.4.3. Range of PCR Sensitivity Analysis

The number of Ge of detectable MAP using qPCR system T was evaluated. The
extraction of DNA from different MAP strains (A1 42, A1 75, A1 76, Al 92, and Al
139) was performed (Figure 1), and the capacity to detect MAP by qPCR using kit T was
evaluated using serial dilutions ranging from 0.001 to 10 pg of genomic DNA. The Ct
values were then recorded and associated with their corresponding number of MAP
genome copies based on the molecular weight evaluated at 3.7 x 109. All strains except

Al 75 presented similar results in terms of minimal Ct values for detecting 1 genome,
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with average Ct values ranging from 35.10 to 36.88 for 0.005 pg of MAP. The detection
of strain Al 75 always resulted in a difference of 2 in Ct values in comparison with the
slopes of the other strains. Interestingly, this isolated strain is the bison type (Ahlstrom et
al., 2016). Repeated detections of the serial dilution points were 100% successful for all
strains down to 1 MAP genome copy. At 0.2 genome copy, 50% sample detection was

observed. The signal was lost below that level (“ND”; Figure 5).
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Figure 5. Detection of different strains of Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis (MAP) by quantitative PCR (qPCR). Bacterial genomic DNA was
extracted from 5 strains of MAP (A1-42, A-75, A-76, A-92, and A1-139). Serial dilutions
of known amounts of DNA corresponding to known quantities of genome equivalents
(Ge) were quantified by qPCR. Each sample quantification was repeated 6 times.

Detection rates are presented as percentages.
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2.4.4. Comparison of DNA Extraction Kits in Commercial Herds

The 3 DNA extraction kits were used in combination with qPCR system T on 49 cows
from different herds. These cows had been previously diagnosed by fecal culture and
ELISA assay and classified on the basis of their results: positive only by fecal culture,
positive only by serum ELISA, or double positive (positive by both tests). Eight aliquots
of the same feces sample from each cow were tested, and the number of positive extracts
was recorded for the respective DNA extraction kit (Table 3). The cows were classified
according to the score obtained in the 8 repetitive detections. Kits A, B, and C detected
MAP in the double-positive group (7 cows) at rates of 43%, 100%, and 29%,
respectively. It should be noted that the 2 double-positive cows detected with kit C had
only 2/8 and 1/8 positive PCR replicates, respectively. In the fecal-culture-positive group
(2 cows negative by serum ELISA), the detection rates of kits A and C were null,
whereas kit B generated a steady diagnosis for 1 of the 2 cows (8 positive repetitions) but
no detection for the second cow. The detections made in the ELISA-positive group were
less successful for kits A and C: only 1 out of the 15 ELISA-positive cows could be
detected in more than half of the repetitions for each kit, with both scores being 7/8. Kit
A could detect a second cow but with low sensitivity (2/8), and that kit’s overall success
rate was 14%, representing 2 out of 15 cows. Kit B performed well by diagnosing 7 cows
(47%) with more than half of the repetitions being detected. It should be noted that from
the 14 cows that were negative by both fecal culture and ELISA assay in the first
sampling, at least 1 positive result was obtained in further sampling a few months later.
This “false” negative group of cows was distinguished from the “healthy” cow at first
sampling and can be found in Table 2 under the “fecal-culture and ELISA negative”
(false negative) group. The highest detection rate was obtained with kit B, at 29%
detection. Concerning these subclinical cows, kit C detected only 1 cow with low
sensitivity (2/8), whereas kit B was more sensitive (8/8) for detecting this cow. Kit A
failed to detect any subclinical cows. With respect to the 11 healthy cows, no kit had any
detection for this group. Overall, kit B performed better than the others. Out of the 34
cows that were found positive by bacterial culture of their feces, serum ELISA, or both

assays at first sampling, 12 cows were found positive by qPCR (system T) over more
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than 4/8 replicates, meaning that kit B detected significantly more positive cows than kit

A (P <0.05) or kit C (P < 0.01) did.

Table 3. Evaluation of paratuberculosis diagnosis by quantitative PCR in
commercial herds using different DNA extraction methods

Number of Fecal- ELISA-  Fecal-culture
DNA . Double
. replicates " culture assay and ELISA-  Healthy
extraction positive . "
method that Fqstefi (7)2 pos1téve pos1t1;/e assay (11)
positive 2) (15) negative (14)
0/8 4 (57%) 2(100%) 13 (86%) 14 (100%) 11 (100%)
<4/8 0 0 1 (7%) 0 0
Kit A >4/8 3 (43%) 0 1 (7%) 0 0
. Total 43% 0% 14% 0% 0%
etection
0/8 0 1 (50%) 8 (53%) 10 (71%) 11 (100%)
<4/8 0 0 3 (20%) 3 (22%) 0
Kit B >4/8 7 (100%) 1 (50%) 4 (27%) 1 (7%) 0
Total 100% 50% 47% 29% 0%
detection
0/8 5(71%) 2 (100%) 14 (94%) 13 (92%) 11 (100%)
<4/8 2 (29%) 0 0 1 (7%) 0
Kit C >4/8 0 0 1 (6%) 0 0
Total 20% 0% 6% 7% 0%
detection

'Each individual’s sample was analyzed in 8 repetitions; results are grouped depending
on the number of replicates detected as positive in each category.

*Cows that were found positive by both bacterial culture of their feces and serum ELISA
assay are called “double positive”. Cows that were found positive by culture only are
called “fecal-culture positive”; these cows had negative results by serum ELISA at the
first sampling. The cows in the ELISA-assay positive group had no fecal-culture-positive

results.
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2.5. DISCUSSION

We evaluated 3 fecal DNA extraction procedures coupled with 2 different qPCR systems
for the identification of subclinical cows from herds with a low prevalence of
paratuberculosis. Our results contrast with the theoretical detection limit of each kit
(Table 4). Kit C should have outperformed the other kits because of the larger amount of
feces used in its protocol, considering the theoretical number of bacteria that can likely be
found in the volume required for 1 qPCR assay. At first glance, the theoretical
performance of kit C appears better, given that kit C should be able to obtain 1 MAP Ge
per PCR reaction from a sample containing 20 cfu/g of feces, whereas fecal samples
extracted using kit A or B would require nearly 500 or 200 cfu/g, respectively, to reach a
similar Ge sensitivity. However, 50% of the 24 cows identified positive by serum or fecal
culture or both at the first sampling were detected in more than half of the repetitions
(>4/8) by kit B, in comparison with 17% and 4% by kits A and C, respectively (Table 3).
These DNA extraction kits had been tested previously by another group (Leite et al.,
2013). In that previous study, the kit that performed the most poorly was also kit C.

These results also differed from those of the spiked samples, for which differences were
not significant for low-MAP samples (500 cfu/g) (Table 2). The reasons for the
discordant results from the spiked and naturally infected samples, particularly with kit C,
are not clear. It is possible that decantation in the pretreatment step for the fecal matter
affects sensitivity. The MAP bacterium may be bound within the naturally infected fecal
matter in a structure that is decanted more easily than dispersed MAP in spiked samples
is. Clumps of MAP are largely reduced when the MAP culture is passed through the
needle to measure the turbidity of the bacterial suspension and to determine its
concentration before spiking. Although the 3 DNA isolation kits use bead beating for cell
disruption, a method previously described as improving MAP detection (Odumeru et al.,
2001), decantation may reduce sensitivity with naturally infected feces in contrast with
spiked samples. The kit B procedure does not have a decantation step, instead using
direct bead beating of the fecal matter followed by column-based DNA purification,

which explains the success of this strategy.
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Table 4. Theoretical sensitivity of the extraction techniquesl

MAP extraction kit A MAP extraction kit B MAP extraction kit C
Artificially
spiked Concentration of genome Concentration of genome Concentration of genome
feces equivalents equivalents equivalents
In total In total
extract In gPCR extract In gPCR In total extract In qPCR rxt
cfu/g (50 uL)  rxt (8 pL)? (100 L)  rxt (8 puL) (50 uL) (2.5 uLy’
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
10 0.1 0.0 0.7 0.1 10.8 0.5
100 1.2 0.2 6.7 0.5 108.1 54
1,000 11.6 1.9 66.7 5.3 1,081.1 54.1
10,000 116.1 18.6 666.7 533 10,810.8 540.5
100,000 1,161.1 185.8 6,666.7 533.3 108,108.1 5,405.4
1,000,000 11,610.6 1,857.7 66,666.7 5,333.3 1,081,081.1 54,054.1

'According to the manufacturer’s protocol, a fraction of the initial volume of fecal sample is processed and is eluted in a final
recommended volume specified in the protocol. The volume equivalence of the fecal material is evaluated to 1 mL/g of feces. The
final dilution factor of the respective kits was evaluated as suggested to 0.039 for kit A, 0.444 for kit B, and 0.541 for kit C. MAP =
Mycobacterium avium ssp. Paratuberculosis; QPCR = quantitative PCR; rxt = reaction.

’DNA extraction kits A and B were associated with gPCR system T. The volume used with this method is 8 uL.

>The performance (sensitivity) of DNA extraction kit C was calculated with its companion qPCR system using 2.5 pL. Because
detection was totally lost using 8 uL of the extract’s kit C (data not shown), it is thus nonsensical to report the theoretical yield with

8 uL. The theoretical yield was calculated using 2.5 pL, which is the volume used in kit C’s companion qPCR system, system V.
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Combined with qPCR system T, which uses the multicopy ISMAPO02-specific target, kit B
provided the highest sensitivity and perfect specificity. The detection limit with qPCR system
T was confirmed using 0.2 to 1 Ge, corresponding to 0.0005 to 0.001 pg of MAP, and was
found to be around 37 to 39 Ct (Figure 5); that DNA quantity is in keeping with the quantity
reported in another study (Plain et al., 2014). In the artificially spiked feces, all 3 DNA
extraction kits coupled with qPCR system T performed equivalently in the detection of MAP
at a signal corresponding to the detection limit by real-time PCR of MAP (around 37-39 Ct).

As reported by Leite et al. (2013), better DNA yield does not correlate with better detection.
Although fecal samples extracted with kit C gave the highest DNA concentrations, ranging
from about 350 to 470 ng/uL (Table S1), kit C performed considerably poorly in low shedders
(Figure 4) and infectious cows (Table 3). This lack of sensitivity may not be attributable to the
inhibitory effect of high amounts of DNA, because inhibition in real-time PCR is observed
with more than 10 pg of DNA (Radomski et al., 2013). The poor performance of kit C could
be explained by the low DNA integrity on gel electrophoresis (Figure S1) or by the presence
of PCR inhibitors, given that is a problem usually associated with fecal material (Monteiro et
al., 1997; Thornton and Passen, 2004). Fecal suspensions are often diluted in most protocols
in order to decrease the concentrations of PCR inhibitors, but this strategy undeniably reduces
PCR sensitivity. An easy way to estimate the presence of inhibitors is to run dilutions of the
sample. A series of 1/10 dilutions of the spiked fecal samples revealed that the expected 3.3 Ct
difference between the crude 2.5 pL samples and the 1/10 samples was reduced to 1 Ct with
both qPCR system T and qPCR system V. This finding suggests the presence of PCR
inhibitors that were not found with dilutions of the kit A or B extracts (data not shown). Even
though the protocol for kit C starts with 2 g of feces, this kit’s performance was
unsatisfactory, because only 22% (2/9) of the fecal-culture-positive cows were detected in

these naturally infected samples.
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Table S1. Comparison of DNA extraction Kits for quantity of sample used, average DNA
yield, average estimated DNA concentration obtained, and average estimated DNA
purityl

DNA yield Average DNA
Sample DNA '
' . C (ng) yield per

Kit s1ze concentration

(mg) (ng/uL) sample

mg ng/p

(ng/100 mg)

A 300 12.19 £ 0.79° 609.5 +39.5° 203.17 £13.17°

B 150 19.48 +2.82° 1,948.0 £ 282.0°  1,298.67 + 188.00°
C 2,000 413.06+6127° 20,653 +3,063.5° 1,032.65+153.18"

““Significant differences between kits are represented by different superscript letters
(P<0.01).

'Yield and concentration of DNA were determined by fluorescence measurement, and DNA
purity (absorbance) was determined by spectrophotometry. Yield of DNA was averaged
across all 392 samples (8 replicates of the respective 49 individual feces) within each kit. Data
are expressed as means =+ standard error of measurement.

*The final elution volume was 50 pL for kits A and C and 100 pL for kit B.

The sensitivity of kit A for artificially spiked feces is consistent with the theoretical value,
with a detection limit of 500 cfu/g (Table 2). Indeed, the theoretical MAP load of the starting
feces that gives a Ct value of nearly 38, which corresponds to a minute amount or fraction of
Ge (Figure 5), ranged from 100 to 1,000 cfu/g. Thus, the theoretical sensitivity and the
observed detection limit from artificially spiked samples using kit A are concordant. However,
the performance of this kit with naturally infected samples is very poor, given that it detected
only 33% of the culture-positive samples (3/9). In addition, the magnetic bead disruption kit A
also provided the poorest Ct values, detected only 1/6 moderate shedders, and failed to detect
low shedders (Figure 4). Even though the best DNA quality was achieved using a magnetic
bead purification system, the beads may limit the amount of DNA that magnetically bond, a

situation that is unfavorable for low-MAP-abundant samples. To obtain additional
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information, we evaluated the performance of the extraction kits with a range of different
amounts of MAP in spiked samples. The Ct gap between the 10 fold different concentrations
should be 3.3 but was nearly 1 for kit A (39.21 + 0.07 versus 37.83 £ 2.26 versus 36.03 +
0.58). In contrast, both kit B and kit C performed better with low-abundant MAP levels in the
artificially spiked feces, given an approximately 3 Ct difference between 1/10 MAP dilutions
(Table 2). Kits B and C are thus better able to quantify the bacterial load or shedding level in

feces.

KitA Kit B Kit C

Figure S1. Integrity of DNA extracted with different commercial Kits visualized on
agarose gel. Fecal samples from 6 cows were processed with DNA extraction kits A, B and C

and isolated DNA integrity was then compared after electrophoresis on 1% agarose gel.

In our experiments, the sensitivity of detection dropped radically when DNA samples were
analyzed with qPCR system V. This system was initially designed for use with kit C and
performed better with its companion kit for moderate shedders (Figure 4), as previously
described (Leite et al., 2013). For high shedders, the combination of kit C with its companion
system V could not achieve results as sensitive as those obtained with qPCR system T (lower

Ct values). The gap in performance could be due to the specific qPCR target, given that HspX
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(system V) is represented by 1 single copy per Ge, whereas ISMAPO02 (system T) is found in 6
to 8 copies (Stabel and Bannantine, 2005; Kralik et al., 2011). That trend was also confirmed
in naturally contaminated fecal samples. The low scores (<8/8) for positive detection in low-
shedding cows reflect the probability of a low-abundant event around Ct values of 38. This
phenomenon of rare-event probability is observed when the likelihood of detection decreases
below 100%, in agreement with a previous report (Plain et al., 2014). It is difficult to
determine whether Ct values around 38 are due to passive through, the phenomenon of MAP
being ingested from contaminated feed and then being detected in the feces without causing
disease (Kralik et al., 2014). However, PCR detection of positive cows was observed around
Ct values of 38 corresponding to 1 Ge for non-bison strains. To date, very few studies have
evaluated the impact of repetitions on the sensitivity of the PCR system. Considering the high
number of low shedders, this fact suggests that repetitions and an appropriate DNA extraction
kit combined with most sensitive qPCR systems should improve the detection of subclinical

COWS.

The identification of shedding cows is essential to prevent the spread of paratuberculosis in
herds. However, it has been reported that only 38% of true-positive cows can be detected by
culture in the first sampling because of low shedding (Whitlock et al., 2000b). It was quite
obvious that kit B performed the best overall, detecting 7 cows out of the 9 culture-positive
cows with a PCR score greater than 4/8 as well as 5 cows that tested negative at the first
culture but were found positive at a later stage. Interestingly, the sensitivity of kit B might
permit the detection of paratuberculosis-positive cows that are in the early subclinical stage
(not advanced enough for the disease to be detectable by ELISA or fecal culture). Direct fecal
gPCR represents a good alternative for the diagnosis of herds. However, choosing the right
DNA extraction kit associated with a compatible specific and sensitive PCR technology is
mandatory. Our results show that kit B is highly recommended over the others for DNA
extraction from naturally infected fecal samples and is compatible with qPCR system T. We
observed that the use of repetitions improves sensitivity, as observed elsewhere (Plain et al.,

2014). Although 1 test should be adequate for confirmation that an animal with intermittent
53



diarrhea or other signs associated with the disease is positive, detecting low shedders with the
highest sensitivity should include repetitive DNA extractions. When these recommendations
are combined, the quality of diagnosis in herds should improve, and the prevention of the

transmission of paratuberculosis would be more effective.
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Manufacturers, Extraction Kits, and gPCR Detection System References

A MagMAX Total Nucleic Acid Isolation Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA.

B ZR Fecal DNA Miniprep, Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA.
C MAP Extraction System, Tetracore Inc., Rockville, MD, USA.
T TagMan MAP (Johne’s) Reagents, Life Technologies, Foster City, CA, USA.

A% VetAlert Johne’s Real-Time PCR, Tetracore Inc., Rockville, MD, USA.
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CHAPITRE 3
UTILISATION DE LA PROLIFERATION LYMPHOCYTAIRE COMME D’UNE

EPREUVE DIAGNOSTIQUE POUR LA PARATUBERCULOSE BOVINE

3.1. INTRODUCTION DU CONTEXTE

Ainsi que détaillé précédemment, la paratuberculose bovine est une maladie insidieuse,
prenant de I’ampleur, et dont la prévalence est trés probablement sous-estimée a ce jour. A
cause de son arsenal de stratégies lui permettant de se cacher efficacement du systeme
immunitaire de ses hotes, la présence de MAP dans les animaux est difficile a détecter. Dans
I’optique de développer un nouveau systéme de diagnostic sensible pour cette maladie, I’étude
d’une réponse immunitaire spécifique chez la vache laitiére est particulierement intéressante.
Grace aux avancées sur |’établissement de la réponse humorale apres une infection a8 MAP, il
est désormais établi qu’une réponse de type Th2 peut étre détectée précocement chez des
animaux infectés (Waters et al.,, 2003). De plus, alors que le systéme immunitaire inné
présentera une réponse inflammatoire notable suite a toutes sortes de stimulations grace a ses
différents récepteurs, le systtme immunitaire adaptatif ne réagira de fagon fortement visible
que si ses cellules mémoires sont stimulées par leur antigene spécifique. Le test ELISA repose
sur ce principe, étant dirigé contre des anticorps spécifiquement produits contre un antigéne
donné, mais est peu sensible. Il serait donc judicieux de regarder la réponse immunitaire d’un
autre point de vue. Le dosage de I'IFN-y, qui se trouve étre a l’interface des réactions
immunitaire innées et adaptatives, a ¢galement été ¢tudi¢ comme test diagnostique. Toutefois,
sa spécificité fut décrite comme faible et le test n’est pas recommandé autrement que comme
support ou analyse complémentaire (Jungersen et al., 2002; Kalis et al., 2003; Mikkelsen et
al., 2011). Plus récemment des études ont amené des résultats prometteurs quant a
I’amélioration de la spécificité du test apres stimulation des cellules par des protéines purifiées

dérivées de Johnin (aussi appelées PPDJ) (Jungersen et al., 2012) mais ces résultats ne sont
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pour le moment pas retrouvés en stimulant les cellules avec des antigénes plus spécifiques a

MAP (Holbert et al., 2015).

A défaut d’analyser la production d’IFN-y, I’étude de la prolifération des lymphocytes suite a
une stimulation par un antigéne spécifique pourrait servir a identifier des marqueurs pour
dénoncer une nouvelle rencontre de cet antigéne par les cellules, soit mettre en évidence une
reconnaissance spécifique de MAP. De précieuses informations sur la prolifération
lymphocytaire d’animaux atteints de paratuberculose ont été obtenues grace a diverses études,
mais ces recherches se sont concentrées sur I’action d’un type cellulaire a la fois.
Actuellement, trés peu d’études se sont penchées sur 1’observation du comportement des
lymphocytes dans leur ensemble. Le manque dans ces analyses repose probablement sur leur
complexité due au nombre restreint de réactifs disponibles sur le marché pour les animaux
d’¢élevage. L’intérét de ce genre d’analyses est de pouvoir analyser le comportement des
cellules dans des conditions plus proches des conditions physiologiques. Les différents types
cellulaires interagissant in vivo, il n’est pas difficile d’imaginer que leur action differe des
¢tudes in vitro dans lesquelles elles sont isolées des autres types. Caractériser dans le méme
temps le ratio de chaque type lymphocytaire dans les cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMCs) de vaches laitieres, ainsi que leur niveau de prolifération dans le cadre
de la paratuberculose, pourrait permettre de sortir des profils utiles pour des analyses

diagnostiques.

Dans le laboratoire du Dre. Nathalie Bissonnette, des analyses préliminaires ont montré une
réponse intéressante des PBMCs provenant de vaches atteintes de la paratuberculose suite a
une stimulation par une souche de MAP (Annexe 1). En effet, une infection des cellules par la
souche 39382 & une MOI de 10 ne semblait pas provoquer de prolifération cellulaire,
correspondant a I’anergie décrite dans la littérature. Toutefois, la capacité de prolifération de
ces cellules restait fonctionnelle car elles ont eu un fort taux de prolifération suite a une
stimulation avec de la concanavaline A (conA), un agent mitogéne. L’observation la plus

importante de ces analyses préliminaires reste que 1’utilisation simultanée de la conA avec
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MAP pour la stimulation des PBMCs de ces animaux a provoqué une prolifération a des taux
bien supérieurs que lors de la stimulation avec la conA seule. L’augmentation du pourcentage
de prolifération semblait démontrer un effet synergique de la conA avec MAP quant a
I’activation des lymphocytes. De plus, cette synergie n’était pas observée lors de la
stimulation de PBMCs de vaches saines dans les mémes conditions, on observait méme un
effet d’inhibition de la prolifération. Les travaux réalisés au cours de ce projet de maitrise sont
partis de ces observations. L’objectif était dans un premier temps de confirmer cette
observation puis de caractériser les types cellulaires impliqués pour mieux comprendre le
phénomene, pour finalement créer une méthode de diagnostic qui serait basée sur
I’observation ou non de I’effet synergique entre MAP et la conA sur la prolifération des
lymphocytes des animaux. L’intérét de ces travaux repose sur la création d’une nouvelle

méthode de diagnostic précoce, sensible et spécifique.

3.2. MATERIEL ET METHODES

3.2.1. Isolement des cellules

Les analyses furent réalisées sur les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs)
primaires de vaches laitieres adultes de la race Holstein provenant de fermes commerciales
partenaires québécoises, aux statuts d’infection a la paratuberculose connus. Les animaux
furent considérés positifs pour la paratuberculose en se basant sur une culture fécale, ELISA
ou PCR positifs. Le sang des vaches a été prélevé au niveau de la veine caudale des animaux,
dans des tubes de sang de 10mL contenant de ’EDTA comme anticoagulant. Immédiatement
apres 1’échantillonnage, le sang est mélangé a ’EDTA par inversion répétée du tube pour une
répartition homogene et optimale de 1’anticoagulant. L’isolement des PBMCs a partir du sang
entier s’est ensuite déroulé dans I’heure qui a suivi le prélévement dans un laboratoire équipé
d’une hotte a flux laminaire pour fins d’asepsie. Concernant I’isolement, le protocole utilisé
est bas¢ sur un protocole recommand¢ et publié pour les cellules humaines (Kanof et al.,

2001). Le sang entier a d’abord été dilué avec du RPMI a température ambiante (TP) puis
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centrifugé a 1200G sans freins pendant 25 min a 19°C afin d’obtenir un « buffy coat » ou
couche leucocytaire. A cette étape, le sang est divisé en 3 couches, a savoir : le plasma en
surface, une mince couche contenant les PBMCs, puis les érythrocytes, ou globules rouges. Le
plasma a d’abord été enlevé afin d’avoir acces plus facilement a la couche de leucocytes, puis
celle-ci a été isolée et diluée une nouvelle fois avec du RPMI. La solution contenant les
leucocytes a ensuite ét¢ délicatement déposée sur un volume égal de Ficoll Paque Plus (GE
Healthcare Life Sciences) avant d’étre centrifugée a 900g sans freins pendant 35 min a 19°C.
La séparation des différentes phases par gradient de densité donne alors 4 couches : le plasma,
la couche de leucocytes, une couche de Ficoll et finalement les érythrocytes. Comme
précédemment, le plasma a été enlevé puis la couche de PBMCs a été récupérée. Les PBMCs
ont alors été rincés avec du RPMI et centrifugés a 300g pendant 8min a TP afin d’¢liminer les
traces de Ficoll. Finalement, les PBMCs récoltés ont été purifiés grace a I’utilisation de Red
Blood Lysis Buffer (Sigma) puis rincés de nouveau avec du RPMI. Les cellules ont ensuite été
resuspendues dans du RPMI puis dénombrées a 1’aide d’un appareil compteur de cellules,

Countess (Life Technologies).

3.2.2. Mesure de la prolifération cellulaire

Le taux de prolifération des cellules a été analysé grace a un marquage des cellules par du
Carboxyfluorescin Diacetate Ester (Life Technologies), aussi appel¢ CFSE. Ce composé va
marquer de fagon covalente les acides aminés, notamment la lysine, a ’intérieur des cellules.
La détection des cellules marquées s’effectue aprés 1’excitation au laser alors que le
fluorochrome émettra une fluorescence détectable par cytométrie de flux. A chaque division
cellulaire d’une cellule marquée, le CFSE sera partagé entre ses cellules filles et de ce fait,
I’intensité de fluorescence émise par les cellules filles sera équivalente a la moiti¢ de
I’intensité de fluorescence de la cellule-mere. Rapidement, apreés I’isolement des PBMCs,
4.10 cellules ont été récupérées dans un falcon de 15mL et centrifugées a 500g pendant Smin
afin d’éliminer le surnageant. Le culot de cellules a ensuite été resuspendu dans 1mL de

HBSS stérile. Le falcon de 15mL est ensuite placé a 1’horizontale, tel que décrit dans un
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protocole publié précédemment (Quah and Parish, 2010), puis une goutte de CFSE dilué¢e dans
du HBSS a été déposée sur la partie supérieur seéche du falcon a une concentration permettant
d’avoir ImM final. Aprés avoir rebouché le falcon, les cellules ont été rapidement mélangées
avec le CFSE par inversion afin d’obtenir un marquage homogene. Les cellules ainsi
suspendues dans un mélange de HBSS et de CFSE ont alors été placées a I’incubateur a 39°C
pendant 10min. Au terme de la période d’incubation, 1’ajout de RPMI contenant 5% de sérum
de veau feetal froid suivi de 2 ringages avec cette solution arrétent le marquage. Finalement,
aprés le dernier ringage, les cellules ont été resuspendues dans du RPMI complété par 10%
FBS et 2mM L-glutamine puis distribuées dans des plaques 96-puits selon les plans
expérimentaux suivis a une concentration de 2,5.10° cellules par puits. La lecture du niveau de
prolifération s’est faite aprés 3 jours d’incubation par un cytométre de flux, BD FACS Canto
IT (BD Biosciences) en se basant uniquement sur les lymphocytes pour la création des
« fenétres de tri » (Annexe 2). Les lectures au cytometre ont été faites sur un minimum de

10,000 éveénements par échantillon et en triplicatas.

3.2.3. Culture de MAP

La souche de MAP 39382 ainsi que les souches dénommées A1-75, A1-76, A1-92, Al1-124,
A1-139 et 60 nous ont été gracieusement fournies par les Dr. Behr (Université McGill) et De
Buck (Université de Calgary) respectivement. Les souches ont été cultivées a 37°C avec
agitation dans du bouillon de culture 7H9 supplémenté avec de I’OADC (Difco Laboratories)
et de la mycobactine J (Allied Monitor).

3.2.4. Stimulation des cellules

Pour les tests de prolifération, les cellules ont été stimulées avec de la conA a lug/mL, ou
avec MAP a une multiplicit¢ d’infection (MOI) de 10. Rapidement, avant I’infection, les
mycobactéries ont été resuspendues puis laissées a décanter 1min, le temps aux plus gros

agrégats de se poser. Le surnageant contenant MAP a ensuite été récupéré, les mycobactéries
66



ont été rincées puis resuspendues dans du milieu frais. Elles ont alors été passées dans des
aiguilles de gauge 26 plusieurs fois afin de défaire les agrégats. Le décompte des
mycobactéries pour ’infection s’est basé sur une lecture de la densité optique a 600 nm au
spectrophotométre (Genesys uv10, Thermo Scientific) suivant la procédure décrite

précédemment (Zhu et al., 2008).

3.2.5. Immunomarquage des lymphocytes

La caractérisation des différents types cellulaires impliqués dans les analyses a été réalisée
grace a un marquage des cellules par un panel d’anticorps (Tableau 2). Le protocole utilisé fut
adapté d’un protocole de marquage pour cytométrie de flux disponible dans la littérature
(Baumjohann and Ansel, 2013). Rapidement, aprés 1’incubation de 3 jours, les plaques
contenant les cellules ont été centrifugées a 700g Smin a 4°C afin d’éliminer le surnageant de
culture, puis les cellules ont été mises a incubation sur glace dans du PBS BSA 0,5% pendant
15min afin de bloquer les récepteurs non spécifiques avant le marquage. Les cellules ont
ensuite ¢té marquées en ajoutant les anticorps primaires a des concentrations préalablement
¢tablies par titration des anticorps sur glace pendant 30min a I’obscurité. Apres 1’incubation
avec les anticorps primaires, les cellules ont été rincées 2 fois avec du PBS BSA 0,5% avec
des centrifugations de 700g 5Smin, puis les cellules ont été mises a incuber avec les anticorps
secondaires suivant : Goat anti-mouse [gG3-PE/Cy7 (Southern Biotech), Rat anti-mouse IgM-
PerCP-Cy5.5 (Biolegend) et Goat anti-mouse IgG2b APC-CY7 (Southern Biotech), a des
concentrations définies ultérieurement pendant 30min dans [’obscurité. Apreés quoi, les
cellules ont été rincées 2 fois avec du PBS BSA, puis fixées avec 1’ajout de formaldéhyde 2%

pendant 30min.
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Tableau 5. Liste des anticorps primaires utilisés pour la caractérisation des populations
cellulaires

Clone

Marqueur isotype Fournisseur
LT21 CD21 IgG1 Novus Biological
CC63 CDS8 IgG2a Biorad
ILA116A CD45R0 IgG3 WSU
BAG2B WC1-N27 epitope IgM WSU
GB21A Gamma delta TCR1-N24 §-chain IgG2b WSU
CC8 CDh4 IgG2a Abd Serotec

Anticorps monoclonaux produits chez la souris avec différents épitopes pour le marquage

3.2.6. Analyses statistiques

Les résultats sont présentés en moyennes des valeurs obtenues lors des expériences. Les barres
d’erreur représentent 1’écart-type a la moyenne. Les différences significatives entre les
conditions expérimentales ont été évaluées en effectuant un ANOVA a 2 facteurs avec

variances hétérogenes.

3.3. RESULTATS

3.3.1. Synergie potentielle entre la conA et MAP

Dans un premier temps, 1’objectif pour le projet était de confirmer 1’observation qui avait été
faite en 2014 dans le laboratoire au niveau de la synergie potentielle entre la conA et MAP
lors de la prolifération cellulaire (Annexe 1). Ainsi, des essais de prolifération sur les PBMCs
provenant de vaches positives ont été réalisés apres stimulation par de la conA, du MAP ou la

combinaison des deux (Figure 6A).

68



Comme attendu, le niveau de prolifération des cellules controles (Ctrl) est trés faible, ainsi que
le niveau de prolifération en présence de la souche 39382 de MAP (3,54%). Les cellules ont
cependant conservé leur capacité marquée de proliférer comme le démontre la stimulation en
présence de conA (39,58%). La combinaison de la conA avec MAP a induit un niveau de
prolifération de 57,75%. Ces résultats corroborent les expériences préliminaires de 2014
(Annexe 1). De plus, on observe que la combinaison des agents stimulants provoque une
réponse lymphoproliférative qui a tendance a étre supérieure a 1’addition théorique des
niveaux de prolifération induits chez les cellules par chaque agent séparément (39,50% et
3,50%). Il est donc possible que 1’ajout de conA avec MAP puisse avoir un effet synergique
au niveau de la prolifération des lymphocytes de vaches malades. L’augmentation du niveau
de prolifération des cellules induit par 1’ajout de conA a I’infection par MAP a été observée
sur les cellules de vaches malades. Il était donc intéressant de vérifier si ce phénomeéne était da
spécifiquement au statut des animaux. C’est pourquoi la méme expérience a été réalisée a

nouveau, mais cette fois a partir de leucocytes provenant de vaches saines (Figure 6B).
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Figure 6. Réponse lymphoproliférative des PBMCs avec ou sans stimulation. Les PBMCs
ont été isolées, marquées au CFSE puis mises a incubation pendant 3 jours avec soit 1pug/mL
de conA, soit la souche 39382 de MAP a MOI 10, soit la combinaison des deux. A : PBMCs
provenant de 3 vaches atteintes de paratuberculose ; B : PBMCs provenant de 3 vaches saines.
On observe une différence significative au niveau de la prolifération des cellules entre les
conditions Ctrl et ConA (*** =P < 0.0001) chez les vaches malades et les vaches saines. Une
tendance est observable concernant ’interaction entre MAP et la conA (# = P < 0.1) mais

seulement chez les vaches atteintes de paratuberculose.
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Comme observé précédemment, la condition controle montre trés peu de prolifération. La
capacité de prolifération des cellules reste bonne, avec 56,22% de prolifération avec la conA.
Comme observé avec les lymphocytes des vaches malades, 1’infection avec la souche 39382
de MAP a entrainé peu voire pas de prolifération (1,50%) comparé au contrdle. Il est
intéressant toutefois de noter que la combinaison de la conA et de MAP semble induire une
prolifération cellulaire & un niveau moins ¢élevé qu’avec la conA seule : on obtient 40,59% de
prolifération cellulaire, ce qui est inférieur au niveau attendu si on devait obtenir un effet
additif. Ces résultats suggerent possiblement I’inhibition de la prolifération des lymphocytes
de vaches saines lorsque ceux-ci sont stimulés avec la combinaison de la conA et de MAP,
comparé¢ au niveau prolifératif que I’on peut obtenir aprés stimulation avec la conA seule.

Ainsi, ces résultats confirment 1’observation qui avait été faite auparavant.

3.3.2. Caractérisation des populations cellulaires

Afin de pouvoir déterminer les types cellulaires impliqués dans le processus de prolifération
des cellules lors d’une infection par MAP, un panel d’anticorps a été établi a partir des
produits commerciaux disponibles pour le bovin. Le panel vise a reconnaitre les différentes
grandes familles de lymphocytes. Aprés avoir optimisé les conditions expérimentales de
chacun de ses anticorps, une premiere analyse du marquage des PBMCs de vaches non
atteintes de paratuberculose (n = 3) mis en culture pendant 3 jours avec ou sans stimulation a
été realisée afin d’obtenir un profil des populations de lymphocytes provenant d’animaux
sains (Figure 7A). On observe dans la condition contrdle trés peu de prolifération (4,39%).
Les autres populations de cellules sont dans les valeurs décrites dans la littérature avec
14,32+1,88%, 23,84+7,48% et 30,89+8,65% des lymphocytes pour les cellules CD8+, CD4+
et CD21+ respectivement. Les populations de cellules T vy, WCI1+ et CD45RO+ représentent
respectivement 15,42+7,35%, 5,72+1,75% et 42,86£11,65% des lymphocytes. On remarque
que I’infection avec la souche 39382 de MAP ne semble pas affecter la prolifération, tel que le

rapporte les ratios de cellules qui demeurent inchangés.
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Figure 7. Caractérisation des populations lymphocytaires chez les vaches saines et
infectées. Les PBMCs ont été isolés, marqués au CFSE puis mises a incubation pendant 3
jours avec soit 1pg/mL de conA, soit la souche 39382 de MAP a MOI 10, soit la combinaison
des deux. Apres incubation, les cellules ont ét¢ marquées avec un panel d’anticorps puis
analysées au cytométre de flux. A: PBMCs provenant de 3 vaches atteintes de

paratuberculose ; B : PBMCs provenant de 3 vaches saines.
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Ces résultats corroborent les observations antérieures (Figure 6). La stimulation avec la conA
modifie toutefois le profil des populations. La quantité¢ de cellules filles augmente jusqu’a
représenter 73,96% des lymphocytes (Figure 7A). Le nombre de cellules T y5, CD45RO+ et
CD4+ semble également augmenter au détriment du pourcentage de cellules CD21+, qui
passe alors a 19,23+16,84%. La combinaison de la conA et de MAP semble faire diminuer le
nombre de cellules filles par rapport a la stimulation avec la conA seule (65,14%) mais

autrement le profil des populations est similaire a celui observé pour la condition conA seule.

Dans le but de déterminer si les cellules de vaches atteintes de la paratuberculose présentaient
des profils de populations lymphocytaires différents, la méme expérience que celle décrite
précédemment a été réalisée cette fois-ci sur 3 vaches positives pour la paratuberculose
(Figure 7B). Au niveau de la prolifération, les cellules contrdles ont présenté un niveau basal
de prolifération relativement élevé de 10,16%. Il est également intéressant de noter que les
cellules stimulées avec MAP ont réagi de fagon différente des analyses préliminaires, c’est-a-
dire que 1’on a observé 21,32% de cellules filles aprés infection. Au niveau des ratios de
populations lymphocytaires, les cellules contrdles provenant de vaches infectées ont présenté
des taux de cellules CD8+, CD4+, gamma delta, WC1+ et CD45RO+ semblables aux cellules
des vaches saines, avec 17,76+8,14%, 28,21+11,24%, 16,54+15,70%, 8,69+2,78% et
46,43+18,71% respectivement. De méme, le profil des populations stimulées avec la souche
39382 de MAP s’est révélé assez similaire a celui des cellules non stimulées (Ctlr). Toutefois,
le niveau de cellules CD21+ présente ¢€tait bien plus élevé que chez les vaches saines,

représentant 61,27+13,24% de la population.

Apres stimulation des cellules avec de la conA, les lymphocytes des vaches malades ont
proliféré de fagcon importante, avec un taux de 54,88%. On n’observe toutefois aucun impact
de cette prolifération au niveau des ratios des populations de cellules CD8+, Gamma delta et
WCI1+. Avec la stimulation a la conA, les populations de cellules CD4+ et CD45RO+
augmentent jusqu’a représenter 47,39% et 71,9% des lymphocytes. Globalement, les ratios

des différents types de lymphocytes ne semblent pas différer entre les conditions conA et
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MAP+conA. Il est important de noter que I’effet synergique observé au niveau de la
prolifération des cellules n’est pas retrouvée, avec 55,3% de cellules filles en combinant MAP
et la conA contre 54,87% de cellules filles pour la condition conA seule. Ainsi ces résultats ne

semblent pas corréler les observations faites auparavant.

3.3.3. Reprise des essais d’observation de la synergie conA/MAP

Au vu du probléme de I’effet synergique de la conA avec MAP non retrouvé lors des essais de
caractérisation des cellules, les essais de prolifération ont été renouvelés sur des animaux

positifs pour la paratuberculose (Figure 8).

Vaches atteintes de paratuberculose
80 ~ ok ok

60

40
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Figure 8. Réponse lymphoproliférative des PBMCs avec ou sans stimulation de vaches
atteintes de paratuberculose. Les PBMCs provenant de 3 vaches positives pour la
paratuberculose au diagnostic ont été isolées, marquées au CFSE puis mises a incubation
pendant 3 jours avec soit 1pg/mL de conA, soit la souche 39382 de MAP a MOI 10, soit la
combinaison des deux. On observe une différence significative au niveau de la prolifération

entre les conditions Ctrl et ConA (*** =P <(0.0001).
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Pour ces essais, on remarque un faible niveau de cellules filles présentes dans les conditions
contrdles (8,76%) mais presque le double pour les cellules infectées avec la conA (16,24%).
Les cellules de ces vaches malades présentaient un taux de prolifération de 66,87%,
significativement différent des controles, et la combinaison de MAP et de la conA a induit un
taux de prolifération de 68,75%. La combinaison des deux agents stimulants n’a donc pas
entrainé d’effet synergique sur la prolifération, ni méme d’effet additif car le taux de

prolifération théorique dans ce cas-1a aurait da étre de 83,11%.

Suite a I’observation de ces résultats qui vont a ’encontre des précédents, des tests ont été
réalisés a nouveau sur des vaches atteintes de paratuberculose afin de déterminer si des
facteurs tels que le lavage des souches avant I’infection ou la concentration de conA
pourraient aider a reproduire 1’effet synergie entre MAP et conA sur la prolifération des
lymphocytes (Figure 9). Le ringage des souches avant I’infection permettait de vérifier si
I’effet de synergie observé résultait de la présence ou non de facteurs produits par MAP. En ce
qui concerne les concentrations de conA, le but était de vérifier si la diminution du taux de
prolifération dans nos controles positifs de prolifération permettrait de mieux mettre en
évidence I’effet synergique. On observe tres peu de prolifération des lymphocytes dans la
condition contrdle ou dans le cas des cellules infectées a MAP non rincées (Figure 9A). Apres
stimulation avec lpug/mL de conA, les cellules ont présenté un fort taux de prolifération
(83%). Celle-ci s’est vue fortement diminuer aprés une stimulation par 0,1pg/mL de conA
(49%). L’ajout de MAP a la conA lors des traitements des cellules n’a pas augmenté le taux
de prolifération lymphocytaire quel que soit la concentration de 1’agent mitogeéne. Il est
intéressant de constater que ces tendances se sont retrouvées également dans le cas des

infections réalisées avec du MAP rincé (Figure 9B).
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Figure 9. Essai de prolifération de PBMCs provenant de vaches atteintes de la
paratuberculose dans différentes conditions de stimulation. L’analyse a été réalisée sur des
PBMCs de vaches atteintes de la paratuberculose, stimulés avec de la conA aux
concentrations indiquées et/ou la souche 39382 de MAP a MOI 10. A : analyses réalisées avec
MAP et son bouillon de culture; B : analyses réalisées avec MAP rincé et resuspendu dans du

nouveau bouillon de culture stérile.
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Les nouveaux essais de prolifération utilisant la souche 39382 de MAP pour les infections ne
renouvelant pas les observations faites au début du projet, I’expérience a été réalisée en testant
d’autres souches a notre disposition (Figure 10). Les conditions de stimulation (MOI,

concentrations de conA, nombre de cellules...) furent inchangées.

Pour ce nouvel essai, on observe peu de prolifération (6,48%) en condition contrdle, mais les
cellules ont répondu a la stimulation par la conA, proliférant jusqu’a présenter 69,88% de
cellules filles. Globalement, chacune des souches utilisées a induit le méme profil de réponse
chez les PBMCs des animaux utilisés pour I’expérience. Ainsi, on peut remarquer que
I’infection des cellules par chacune des souches de MAP a entrainé un niveau de prolifération
d’environ 15%. La combinaison de MAP et de la conA en comparaison a induit un niveau de

prolifération d’environ 60%.

Il est important de remarquer que les derniers essais de prolifération montrent un
comportement des PBMCs de vaches atteintes de paratuberculose différent de celui observé
au début du projet apres stimulation des cellules. En effet, ’infection par MAP n’entrainait
pas de prolifération sur les premiers essais mais doublait le niveau de prolifération sur les plus
récentes expériences comparé aux cellules controle. De plus, I’effet de synergie entre la conA

et MAP n’a pas été retrouvé sur les derniers essais.
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atteintes de paratuberculose par différentes souches de MAP + conA. Les PBMCs
provenant de 3 vaches positives pour la paratuberculose au diagnostic ont été isolées,
marquées au CFSE puis mises a incubation pendant 3 jours avec soit 1pg/mL de conA, soit

différentes souches de MAP selon indication a MOI 10, soit la combinaison des deux.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION GENERALE, CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La paratuberculose est maladie insidieuse responsable d’énormes pertes €économiques au
niveau mondial dans I’industrie laitiére, sans compter le caractére zoonotique de MAP et les
risques de contamination alimentaire. De par ses caractéristiques qui la rendent si particuliére,
MAP est capable d’échapper au systéme immunitaire de ses hodtes, compliquant ainsi sa
détection par des tests immunologiques tels que les ELISA. De plus, les autres méthodes
diagnostiques de référence restent grandement dépendantes de I’excrétion ou pas d’une
certaine quantité de MAP au moment des échantillonnages. Ainsi, il est fort probable que la
prévalence de la maladie est actuellement sous-estimée et malheureusement, les difficultés a
discriminer les animaux malades n’aident en rien a la mise en place de méthodes de
prévention de la transmission de la paratuberculose. Il est donc important de développer de
nouvelles techniques de diagnostic afin d’avoir a disposition un éventail de méthodes pouvant

confirmer efficacement le statut des vaches.

Dans cette optique, il était important d’établir au sein du laboratoire une méthode robuste
permettant de détecter les animaux atteints de paratuberculose dans les fermes via ’utilisation
des méthodes usuelles de dépistage, a savoir 1’analyse sé€rologique ou ’analyse des feces.
Puisque la maladie s’établit suivant une longue phase silencieuse avant I’apparition des
symptomes survenant d’abord de fagon intermittente, le dépistage des animaux s’est déroulé
plusieurs fois par année sur une période de prés de trois ans. Plusieurs techniques ont été
combinées pour le suivi des vaches : les tests ELISA, la culture mycobactérienne ainsi que la
qPCR. Concernant la détection de MAP par la qPCR, plusieurs trousses commerciales sont
disponibles pour la réaliser, tant au niveau de 1’extraction de I’ADN génomique que de sa
détection. Toutefois, leurs fonctionnements différent de facon assez importante et il était
important de comparer leur efficacité avant de choisir les trousses a utiliser pour le projet. Au

cours de cette étude, plusieurs points ont ét¢ mis a jour. Premiérement, il apparait que les
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trousses commerciales pour 1’extraction de ’ADN de MAP dans les féces n’ont pas une
efficacité équivalente. Ceci influence la détection par qPCR, qui présente des niveaux de
sensibilité trés disparates selon la trousse utilisée pour isoler ’ADN. Deuxiémement, il a été
mis en valeur que le choix des cibles influait également beaucoup sur la détection de MAP,
notamment di au fait que les différentes cibles spécifiques ne sont pas toutes présentées au
méme nombre de copies dans le génome de la mycobactérie. Bien que ces deux points eurent
déja été mis en évidence dans 1’étude de Leite et al. (Leite ef al., 2013), il semblait important
de valider la sensibilit¢ de chaque trousse dans nos conditions d’expérimentation. D’autre
part, nos résultats furent légérement différents que les leurs. En effet, alors que la trousse
commerciale ayant présenté le maximum de sensibilit¢ dans 1’équipe de Leite s’est avérée
efficace dans la détection de MAP sur des échantillons artificiellement infectés, elle fut
également la moins sensible sur des échantillons de vaches naturellement infectées. Il est
possible que des facteurs environnementaux influant sur la répartition ou la condition de MAP
dans les féces soient en cause dans cette observation. Ainsi, 1’efficacité des différentes
trousses commerciales pourrait différer selon les troupeaux ou du moins leur localisation et
nos résultats pourraient €tre spécifiques a la région du Québec. De plus, le maximum de
sensibilité¢ trouvé dans leur étude fut obtenu en utilisant IS900 comme cible spécifique. Bien
que IS900 est largement utilisé au niveau mondial, présentant I’avantage d’un grand nombre
de copies dans le génome de MAP, sa spécificité est remise en cause dans d’autres analyses
(Englund et al., 2002; Herthnek and Bolske, 2006). C’est pourquoi nous avons favorisé la
comparaison des marqueurs ISMAPO2 ou HspX pour nos diagnostics. Finalement, I’étude
montre bien I’importance d’avoir le plus grand nombre de répliquas possible lors des analyses,
surtout pour les animaux infectés en phase sous-clinique excrétant un bas nombre de MAP. En
effet, avec la faible quantit¢ d’ADN récoltable dans cette situation et compte-tenu des
dilutions réalisées pendant les divers processus a passer avant la fin de 1’analyse, il devient
plus évident que la présence ou non de matériel génétique de MAP dans un échantillon dépend
d’une loi de probabilité. Augmenter le nombre d’échantillons analysés pour chaque spécimen
augmente alors les chances de ne pas passer a coté d’animaux faiblement excréteurs. Il est
certain que la plupart des études diagnostiques de la paratuberculose utilisant la technique de
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la gPCR ne réalisent pas un grand nombre de réplicas pour des raisons économiques ou de
gain de temps, mais cette mesure de précaution est d’autant plus importante si 1’on prend en

considération que la sensibilité¢ de détection de MAP semble varier en fonction des souches.

I1 était important de mettre en place un plan de diagnostic le plus précis possible a ce jour afin
de pouvoir repérer les animaux atteints de paratuberculose pour les incorporer aux essais de
prolifération. Toutefois, il n’en restait pas moins que les animaux en phase sous-clinique
¢taient difficiles a diagnostiquer et les animaux a un stade avancé de la maladie présents dans
les fermes sont rares. En effet, les producteurs sont bien conscients des risques de
contamination, et a I’arrivée des symptomes importants de la maladie de Johne, les animaux
sont rapidement réformés. Ainsi, en tenant compte de la difficulté a en repérer, aux divers
problémes techniques ou logistiques, et d’autant plus que bon nombre de ces animaux se sont
révélés étre également atteints de leucémie bovine, il s’est avéré ardu d’obtenir des
¢échantillons sanguins sur des animaux malades tout au long du projet. La leucémie bovine est
causée par un rétrovirus, le « Bovine Leukemia Virus » (BLV). Cette maladie se caractérise
par une lymphoprolifération constante des leucocytes des sujets atteints et 1’apparition de
sarcomes dans les formes séveres due a la production de facteurs oncogeénes par le virus
(Gillet et al., 2016; Hidalgo and Bonilla, 1996; Trueblood et al., 1998). Cette maladie
modifiant le comportement des cellules de 'immunité de ses hotes, elle a entravé le bon
déroulement du projet (Annexe 3). On observe effectivement un taux basal de prolifération
des lymphocytes chez les vaches atteintes de leucémie, ce qui masque tout effet de 1’infection
par MAP ou de synergie avec la stimulation avec la conA. De plus, la prévalence de cette
maladie est trés forte. En 2015, une étude a montré la présence de BLV dans 78% des
troupeaux au Canada, et méme dans d’autres pays la prévalence reste ¢levée (Nekouei et al.,
2015; Polat et al., 2016). 11 est donc relativement fréquent de rencontrer des vaches porteuses
de ce virus et il a déja été évoqué dans la littérature un possible lien entre la paratuberculose et
la leucémie bovine (Coussens et al., 2012). Dans nos résultats de prolifération, ces animaux
masquaient les effets de prolifération dus a des stimulations des cellules. Ce n’est qu’en

analysant les données au cas par cas et en demandant spécifiquement un diagnostic des
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animaux suspects que [’hypothése du BLC s’est confirmée, répondant ainsi a une nos

questions sur les problémes rencontrés.

L’objectif du projet était de mettre en place un systeme de diagnostic qui aurait été basé sur la
prolifération accrue des lymphocytes apres stimulation in vitro avec la conA combinée a la
souche 39382 de MAP, un phénomeéne observé lors des premieres analyses sur les PBMCs de
vaches malades. En effet, si I’on compare les rapports de rendement au niveau de la
prolifération cellulaire des cellules stimulées avec le cocktail conA + MAP par rapport aux
cellules stimulées avec la conA seule, on observe des changements intéressants. Chez les
vaches atteintes de paratuberculose, une augmentation de 1,68 fois est visible tandis que chez
les vaches saines, c’est une diminution de la prolifération qui était observée, avec un
rendement de 0,54 fois (Annexe 4). L’analyse statistique de cet effet apparemment synergique
a uniquement révélé des tendances quant a la présence d’une interaction entre MAP et la conA
chez les vaches atteintes de paratuberculose, mais il est fort probable que cette tendance aurait
pu avoir une valeur réellement significative en augmentant notre population étudiée. Lors des
tentatives de confirmation de ces résultats, au début du projet, des taux et profils tres

similaires ont été retrouvées, renforgant 1’idée d’une base solide pour un test diagnostic.

11 est difficile de théoriser sur cette observation, toutefois, le manque de réponse cellulaire au
niveau de la prolifération des cellules apres infection avec MAP a déja été reportée et décrite
alors comme une forme d’anergie des lymphocytes (Chiodini and Davis, 1992; Coussens,
2004). Cette anergie qui se représente sous forme de « non-prolifération » apres infection par
MAP pourrait étre due au blocage des récepteurs de type TLR2 des cellules par la
mycobactérie (Souza et al., 2013; Weiss et al., 2008). Les mécanismes de défense de MAP
pourraient donc ainsi empécher la prolifération importante des cellules mémoires spécifiques
présentes. Toutefois, la conA, parmi les différentes lectines d’origine végétale connues, a été
décrite comme étant un agoniste du récepteur TLR2 (Unitt and Hornigold, 2011). II est donc
possible que la combinaison des deux agents stimulants permettrait de surpasser le potentiel

inhibiteur de MAP et de favoriser la prolifération des cellules mémoires spécifiques 8 MAP
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chez les vaches malades. Bien entendu, d’autres récepteurs pourraient étre impliqués, sans
oublier le réle connu de ZAP-70 dans I’établissement de la paratuberculose. Cependant, le role
du récepteur TLR2 est un des récepteurs les plus étudiés a ce jour concernant la
paratuberculose et est de plus spécifiquement impliqué dans la reconnaissance de pathogenes
intracellulaires, d’ou son intérét. Dans le cas des PBMCs provenant de vaches saines, il est
possible que la baisse du niveau de prolifération observée soit due a un effet de compétition
entre MAP et la conA au niveau des récepteurs, et, les cellules n’ayant jamais rencontré MAP,
ne contiennent pas de cellules mémoires spécifiquement programmées pour proliférer a sa
rencontre. Néanmoins, les statistiques n’ont démontré aucune interaction significative entre

MAP et la conA chez les vaches saines.

Au début du projet, ce phénomene fut observé par deux expérimentateurs, mais n’a pu étre
reproduit prés d’un an plus tard, le temps de mettre au point la technique du marquage des
cellules. Il est certain que les résultats obtenus lors des marquages présentent de grandes
variations qui auraient pu étre atténuées en augmentant le nombre d’animaux impliqués dans
I’essai. Toutefois, 1’objectif était de se concentrer sur la synergie entre MAP et la conA, et au
vu du prix extensif des anticorps et 1’absence de synergie retrouvée, il était plus sage de
reprendre des essais de prolifération sans marquage pour comprendre ce qu’il se passait. A ce
niveau, plusieurs vaches malades ont été testées, sans succes pour I’observation de la synergie
MAP/conA. 11 était possible cependant de noter que la stimulation des cellules avec MAP
seule suffisait parfois a induire un niveau relativement élevé de prolifération par rapport aux
premiers essais. Ceci était également retrouvé apres infection de PBMCs de vaches qualifiées

saines suivant leurs résultats diagnostiques (données non montrées).

Des essais de prolifération ont également été réalisés en tentant de rincer la mycobactérie de
son bouillon de culture ou en diminuant les concentrations de conA, mais sans plus de succes.
En effet, la conA seule induisant des taux de prolifération élevés d’environ 60%, il paraissait
difficile d’observer des niveaux de prolifération significativement plus importants dans les cas

de synergie, d’ou la diminution de sa concentration comme optimisation de la méthode. De
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méme, le rincage des mycobactéries servait a vérifier s’il n’y avait pas un effet de facteurs
relachés dans le bouillon de culture de MAP sur les cellules lors de I’infection. Les
expériences ayant été réalisées avec la souche 39382 de MAP jusque-la, les essais ont été

testés avec d’autres comme alternative mais sans succes.

Il est possible que le soudain changement de comportement des cellules en réponse a
I’infection soit di @ une mutation des souches. En effet, il a été maintes fois décrit dans la
littérature un changement de comportement de MAP aprés sa mise en culture, notamment au
niveau de sa virulence (Fernandez et al., 2015; Weigoldt et al., 2011). Afin d’essayer de
retrouver 1’effet de synergie entre MAP et la conA, un aliquot de la souche 39382 datant de
quelques années a été décongelé et mis en culture. Aprés une croissance satisfaisante, des
essais de prolifération ont été réalisés de nouveau (données non présentées) mais

malheureusement sans amélioration pour I’observation de la synergie lymphoproliférative.

Au cours de ce projet, la comparaison de trousses commerciales disponibles pour le diagnostic
a permis de mettre en évidence une différence au niveau de leur efficacité. De cette étude, un
article a vu le jour et est aujourd’hui publié. Ces travaux pourront servir de référence afin de
fournir des recommandations pour de bonnes pratiques ou le choix de kits dans le diagnostic
des troupeaux. Le phénoméne de synergie entre la conA et MAP au niveau de la
lymphoprolifération semblait étre une piste des plus intéressantes pour discriminer les
animaux atteints de la paratuberculose. Cependant, certaines contraintes, notamment 1’acces
aux vaches positives et la présence de la leucose bovine dans les troupeaux, et des problémes
probablement d’ordre technique ont fait que ce projet ait été suspendu. Au cours de ce projet,
un panel d’anticorps pour la caractérisation des lymphocytes en un essai a tout de méme bien
¢té mis en place et est disponible pour d’éventuels projets futurs. Ce panel a indirectement été
validé par le pourcentage de cellules retrouvées de chaque type dans nos essais comparé a
différentes revues de littératures (Ayoub and Yang, 1996; Hein and Mackay, 1991; Tanaka et
al., 2008). Au vu de nos résultats, il semblerait que les vaches atteintes de paratuberculose

disposent de maniere basale d’un plus grand pourcentage de lymphocytes B CD21+. Ceci
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pourrait également représenter une piste de recherche intéressante pour discriminer les
animaux a condition de pouvoir associer cet effet de facon spécifique a MAP. Finalement,
malgreé les difficultés rencontrées, 1’étude du comportement des PBMCs des animaux malades
ou sains reste toujours une voie a approfondir dans le but de mieux comprendre le mécanisme
d’action de MAP et ainsi de créer de nouvelles méthodes diagnostiques ou méme
thérapeutiques. Cette étude a permis également de montrer qu’il est possible actuellement de
caractériser de fagon plus compléte les types de lymphocytes chez le bovin. De méme, la
comparaison de 1’efficacité des trousses commerciales pour le diagnostic de la paratuberculose
par qPCR fécale apporte de nouvelles recommandations pour un meilleur diagnostic des

troupeaux au Québec.
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ANNEXES

Annexe 1. Résultats préliminaires réalisés en 2014 des essais de prolifération de PBMCs

provenant de vaches atteintes de paratuberculose
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L’analyse a été réalisée sur des PBMCs de vaches atteintes de la paratuberculose, stimulés
avec de la conA et/ou la souche 39382 de MAP. On observe une différence significative au
niveau de la prolifération entre les conditions Ctrl et ConA (*** = P < 0.0001) ainsi qu’une
tendance au niveau de I’interaction entre MAP et la conA ( # =P <0.1). Résultats produits par

M. Pier-Luc Dudemaine. n=3
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Annexe 2. Fenétres de lecture utilisées pour I’analyse des lymphocytes par cytométrie de

flux
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Les analyses par cytométrie ont été réalisées en utilisant les fenétres de lectures suivantes afin

de ne pas englober les débris cellulaires, cellules mortes ou autres. A : analyse de cellules sans

stimulation; B : analyse des cellules aprés prolifération induite par la concanavaline A
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Annexe 3. Essai de prolifération de PBMCs provenant de vaches atteintes de la leucémie

bovine

Vaches atteintes de BLV
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L’analyse a été réalisée sur des PBMCs provenant de vaches atteintes de la paratuberculose et
de la leucémie bovine, stimulés avec de la conA et/ou la souche 39382 de MAP. L’addition
théorique représente le niveau de prolifération attendu si la stimulation des cellules avec MAP
et la conA devait avoir un effet additif du niveau de prolifération occasionné par chacun des

agents stimulants séparément. n=3
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Annexe 4. Rapport d’augmentation de la lymphoprolifération des PBMCs stimulés avec

la combinaison MAP/conA comparée aux cellules stimulées avec la conA seule
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Coefficient de modification du taux de prolifération observé lors des différentes analyses. Le
calcul a été effectué¢ en divisant le taux de prolifération observé de la condition conA + MAP
(barre grise) par le taux de prolifération de la condition conA (barre noire). A : résultats basés
sur les analyses préliminaires au projet réalisées en 2013 ; B : résultats basés sur les analyses

au début de projet pour la confirmation du phénomene observé.
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