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Objectifs de I'étude

Evaluer le potentiel infectieux
chez Acanthamoeba castellanii

de plusieurs souches de M.
avium subsp. paratuberculosis.

Rechercher la présence
d'amibes infectées
dans I'environnement
d'élevages bovins positifs.
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LES AMIBES LIBRES DE L'ENVIRONNEMENT
PEUVENT HEBERGER
LE BACILLE DE LA PARATUBERCULOSE

Mycobacterium avium subsp. paratuber-
culosis (Map) ou bacille de Johne est I'a-
gent étiologique de la Paratuberculose.
Cette maladie qui entraine une inflamma-
tion intestinale chronique chez les rumi-
nants, a un lourd impact économique et
sanitaire pour les élevages atteints.

M. avium subsp. paratuberculosis est
excrétée dans le milieu extérieur et est capa-
ble d'y survivre. Son cycle dans I'environne-
ment est cependant mal connu. Les formes
libres d'amibes, protozoaires présents dans
I'eau et dans le sol, sont décrites comme
réservoirs bactériens environnementaux.

Plusieurs études suggerent qu'elles pour-
raient constituer un réservoir de mycobacté-
ries pathogenes. La capacité de survie de
ces bactéries au sein des amibes serait cor-
rélée a leur capacité a résister a la phagocy-
tose des cellules immunitaires chez I'héte.

Dans cette étude, les auteurs évaluent le
potentiel infectieux chez Acanthamoeba
castellanii (espéce la plus commune d'amibe
libre) de plusieurs souches de M. avium
subsp. paratuberculosis, y compris les deux
principales lignées génétiques C (bovins) et
S (ovins). lls recherchent également la pré-
sence d'amibes infectées dans |'environne-
ment d'élevages bovins positifs.

Matériels et méthodes

Des infections de cultures d'Acantha-
moeba castellanii (par Map (MOI : 10 bacté-
ries par amibe) sont réalisées en milieu
liquide, une élimination des bactéries libres
est réalisée par centrifugation et les cultures
sont maintenues en présence d'amikacine
(antibiotique actif contre Map) et analysées
a différent temps par quantification de
I’ADN bactérien Map par gPCR et dénom-
brement des amibes par comptage sur
lame. Cing souches de Map sont utilisées
(trois souches C isolées de bovins : la souche
de référence K10, les souches 205 et 7912 ;
deux souches S isolées d'ovins : 397, 6796).

La localisation des bactéries au sein des
amibes est visualisée par |'analyse de cultu-
res infectées avec une souche recombinante
de Map exprimant une protéine fluores-
cente (green fluorescent protein, GFP).

L'acidification des phagosomes est évaluée
par pré-marquage des bactéries a I'ester de
succinimidyl rouge pHrodo® et mesure de
I"épifluorescence au microscope.

Des prélevements d'1 litre d'eau de bois-
son ont été réalisés dans deux élevages
bovins atteints de Paratuberculose depuis
au moins 5 ans. Les prélévements sont filtrés
au travers d'une membrane de nitrocellulose
de 5um.

Cette membrane est déposée sur boite
d'agarose ensemencée avec Escherichia coli
K12 a 30°C pour isolement des amibes. Les
boites sont observées quotidiennement au
microscope a contraste de phase. La pré-
sence d'amibes est caractérisée par I'appari-
tion d'un front de migration. Ce front est
prélevé par raclage et une extraction d’ADN
est réalisée. Les Map sont détectées par 2
gPCR (IS900 et F57), puis typées par MIRU-
VNTR. Les amibes sont identifiées par ampli-
fication et séquencage de I'’ARN 18S.

Résultats

Les résultats indiquent que M. avium
subsp. paratuberculosis est capable de per-
sister, et méme de se multiplier plusieurs
jours chez I'amibe Acanthamoeba castella-
nii sans affecter sa croissance (au moins
72 h pour les cing souches testées).

Les études de microscopie a fluorescence
permettent de co-localiser Map au sein des
amibes jusqu’a 7 jours aprés infection. L'utili-
sation d'un marquage fluorescent fonction
du pH indigque qu'au moins une fraction de
Map se situe dans des vacuoles acides
comme les phagosomes. Ceci suggére que
Map est phagocytée par I'amibe et réside au
moins de maniére transitoire dans des pha-
gosomes.

Sur les prélevements d'eau réalisés dans
deux élevages bovins atteints de paratu-
berculose, des amibes ont pu étre isolées
par culture dans un élevage. La recherche
de Map sur I'ADN issu de cette culture d'a-
mibes s’est révélée positive. Le typage de
cette souche est identique a celle identifiée
de féces d'un bovin de I'élevage.

L'espéce de I'amibe isolée a été détermi-
née par amplification et séquencage de
I'ARN 18S, il s'agirait d'une espéce non
encore décrite proche de Rosculus ithacus
(78 p. cent d'identité ADN). Il est intéressant
de noter qu'une étude publiée en 2016 rap-
porte |'isolement d'especes du genre Roscu-
lus de feces de bovins et d'ovins qui seraient
des amibes coprophiles.



