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Liste des abréviations

ACT (ou CyaA) : toxine adénylate cyclase

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

aPV : vaccin anticoquelucheux acellulaire (acellular pertussis vaccine)
Bvg : systéme de régulation des génes de virulence de B. pertussis
CHU : centre hospitalier universitaire

CMI : concentration minimale inhibitrice

CNR : centre national de référence

Ct : cycle threshold (cycle d’'une PCR au cours duquel 'amplicon devient détectable)
DNT : toxine dermonécrotique

FHA : hémagglutinine filamenteuse

Fim : protéine constitutive d’'un fimbria (pilus)

IR-TF : spectrométrie infrarouge par transformée de Fourier

HCCA : acide a-cyano-4-hydroxycinnamique, matrice de la SM-MALDI-ToF
HCSP : haut conseil de la santé publique

Ig : immunoglobuline

IL : interleukine

IS : séquence d’insertion

LPS : lipopolysaccharide

SM : spectrométrie de masse

MALDI-ToF : matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
MLST : multilocus locus sequence typing

Nod1 : nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 1 (récepteur de
limmunité innée)

pb : paire de bases (de 'ADN)

PCR : polymerase chain reaction

PFGE : électrophorése en champ pulsé sur gel

PNN : polynucléaires neutrophiles

PRN : pertactine

PTX : toxine pertussique

ptxP : promoteur du géne de la toxine pertussique

RFLP : polymorphisme de longueur des fragments de digestion de 'ADN

gPCR : PCR avec suivi du développement de la réaction en temps réel
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TA : taux d'attaque (nombre de nouveaux cas au sein d’'une population exposée au
cours d’une courte période)

TCT : cytotoxine trachéale

T6SS : systeme de sécrétion de type VI

vags : virulence-activated genes

vrgs : virulence-repressed genes

VRS : virus respiratoire syncytial

wPV : vaccin anticoquelucheux a bactéries entiéres (whole-cell pertussis vaccine)
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Premieére partie : Bordetella pertussis et la coqueluche

Introduction : bréve histoire de la coqueluche et de son agent

La coqueluche est une infection d’apparition probablement récente, ses premiéres
descriptions connues datant d’il y a environ 500 ans. Ainsi, des épidémies de
coqueluche responsables de déceés d’enfants et d’adultes sont initialement décrites
en Perse a la fin du XV° siécle (Aslanabadi et al., 2015). En France, une premiére
épidémie est décrite a Paris en 1578 par le médecin Guillaume de Baillou (1538-
1616) qui la dénomme tussis quintana (toux en quintes). Au XVII® siécle, en
Angleterre, Thomas Willis (1621-1675) la désigne sous le nom de pertussis (toux
sévere), tandis que Thomas Sydenham (1624-1689) précise la description du
syndrome coquelucheux en le dénommant tussis puerorum convulsia (toux
convulsive des enfants) d’aprés ses observations cliniques (Guiso, 2006). En 1900,
le médecin belge Jules Bordet (1870-1961) identifie pour la premiere fois I'agent
causal en observant les sécrétions respiratoires de sa fille atteinte de la maladie
(Cavaillon et al., 2020). En collaboration avec son compatriote Octave Gengou
(1875-1957), ils isolent a [lInstitut Pasteur de Paris un microorganisme qu’ils
dénomment Bacillus puis Haemophilus pertussis en raison de ses exigences de
culture in vitro et de la maladie dont il est responsable (Bordet & Gengou, 1906). Il
faudra attendre 1952 pour que sa position taxonomique soit précisée et qu’en
hommage a son découvreur le bacille de Bordet et Gengou devienne Bordetella

pertussis (ITIS Report: Bordetella).
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La bactérie : Bordetella pertussis

Classification
Le genre bactérien Bordetella appartient a la famille des Alcaligenaceae, dans

I'ordre des Burkholderiales de la classe béta de 'embranchement des Proteobacteria

(Fig. 1). En 2021, le genre Bordetella est composé de seize especes.

Au sein d’une famille de bacilles a Gram négatif principalement environnementaux et
mobiles grace a des flagelles, B. pertussis est un petit coccobacille de 0,2 a 0,7 pym
de long, immobile et strictement inféodé a son héte humain. Sa membrane externe
est recouverte d’'une fine capsule (Hoo et al., 2014). L’homme en est le seul réservoir
connu et la transmission est exclusivement interhumaine directe. B. pertussis est
responsable de I'immense majorité des cas de coqueluche. Parmi les autres
espeéces, trois peuvent étre a l'origine d’infections respiratoires de moindre gravité
que celle causée par B. pertussis :

- Bordetella parapertussis, la plus fréquente, a priori non environnementale, et
dont il existe au moins un réservoir ovin.

- Bordetella bronchiseptica, espéce environnementale aquacole, mais a l'origine
d’infections respiratoires vétérinaires notamment chez les chiens et les chats, et I'un
des agents de rhinite atrophique dans les élevages porcins (Garbal et al., 2016).
Chez 'Homme, elle peut provoquer des bronchopneumopathies chez les patients
immunodéprimés et/ou fragilisés (Ducours et al., 2017).

- Bordetella holmesii, décrite en 1983, responsable de rares infections invasives

bactériémiques (Pittet et al., 2014).
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P. aeruginosa

Burkholderia cepacia

Alcaligenes faecalis

Achromobacter xylosoxidans

Bordetella petrii

Bordetella bronchiseptica

Bordetella parapertussis

Bordetella pertussis
Bordetella holmesii

Figure 1: Phylogénie simplifiée des Alcaligenaceae selon leur séquence des

génes de I’ARN ribosomique 168S.
Les Bordetella « classiques » susceptibles d’étre responsables de syndrome coquelucheux figurent en

rouge. Représentant d’'un groupe externe pour enraciner l'arbre : Pseudomonas aeruginosa.

Hormis ces bordetelles, les autres espéces du genre sont principalement
environnementales et ne jouent qu'un rdle mineur en pathologie humaine,
provoquant exceptionnellement des infections opportunistes chez I'immunodéprimé
et dans les stades tardifs de la mucoviscidose. Une de ces espéces, Bordetella
avium, partage des caractéristiques pathogéniques communes avec B. pertussis et
B. bronchiseptica par sa capacité a adhérer aux cellules de ['épithélium cilié
respiratoire (Loker et al., 2011) lors de l'infection des voies respiratoires supérieures

gu’elle provoque chez les dindes d’élevage (Beach et al., 2012).
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Evolution et spéciation au sein du genre Bordetella
Dans le genre Bordetella comme chez toutes les bactéries, de multiples

événements d’acquisition et de disparition de génes sont a l'origine de la
diversification qui permet l'apparition de nouvelles espéces. L’analyse de 128
génomes des 9 especes les plus courantes du genre a mis en évidence 3 groupes
ou clades distincts et les trois espéces a tropisme respiratoire, dites « bordetelles
classiques », rencontrées chez ’homme sont regroupées dans le clade A (Linz et al.,
2016) (Fig. 2). Des travaux de génomique sur ces 3 espéces semblent montrer que
B. pertussis et B. parapertussis ont évolué respectivement a partir de lignées
indépendantes de I'espéce B. bronchiseptica, B. bronchiseptica et B. parapertussis
étant plus proches en terme d'organisation globale que B. bronchiseptica ne I'est de

B. pertussis (Diavatopoulos et al., 2005a).

B. pertussis
L <
B. bronchiseptica o
Complex IV E
(&)
B. parapertussis
B. bronchiseptica
Complex |
"z ] B. trematum
LE ] B. hinzii ]
L=l B. avium )
>
3
B. holmesii| ©
4 R Q
= 3 B. ansorpii ®
] B. petrii g
(&)

Figure 2 : Phylogenése des neuf principales espéces du genre Bordetella,
obtenue par comparaison des séquences de 128 génomes.
Adapté de Linz et al., BMC Genomics, 2016.

L’adaptation de B. pertussis a ’'Homme a partir d’'une espéce plus environnementale
est associée a une forte réduction de la diversité génétique, secondaire a la perte ou

a l'inactivation de centaines de génes par mutations ou par de multiples intégrations
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de séquence d'insertion (IS). Ainsi, alors que le génome de B. bronchiseptica ne
contient que quelques IS, ceux de B. pertussis et B. parapertussis en contiennent
beaucoup, dont les plus nombreuses sont assez spécifiques de chacune des 2
espéces : en moyenne plus de 240 copies de 1S4817 sont présentes dans les isolats
cliniques de B. pertussis et environ 90 copies de IS71002 dans les isolats de
B. parapertussis (Parkhill et al., 2003a).

Le génome de B. bronchiseptica est composé de 5 338 400 paires de bases (pb),
tandis que celui de B. pertussis en comprend 4 086 186. La faible diversification des
genes de B. pertussis par rapport a leurs homologues de B. bronchiseptica est en
faveur d’une individualisation récente de I'agent de la coqueluche (Diavatopoulos et
al., 2005a), estimée entre 7 000 et 3,5 millions d’années (Parkhill et al., 2003a). En
2014, I'étude de Marieke Bart et al. d’'une collection mondiale de 343 souches de
B. pertussis isolées entre 1920 et 2010 a mis en évidence deux groupes phylétiques
distincts qui auraient divergé il y a environ 2 000 ans (Bart et al., 2014). L’un d’eux,
contenant 98 % des souches analysées, aurait commencé a prendre le pas sur
lautre il y a environ 500 ans, ce qui correspond aux premieres descriptions

d'épidémies de coqueluche en Perse et en Europe (cf. supra, p. 25).
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Figure 3 : Evolution des génomes de Bordetella ayant conduit a I’acquisition

de facteurs de virulence au cours de la spéciation.
Adapté de Linz et al., BMC Genomics, 2016.
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Pouvoir pathogéne de B. pertussis
L’analyse génomique de la souche de référence Tohama | indique la production

probable de plus de 3 000 protéines (Mattoo & Cherry, 2005), la plupart prédites
biologiquement actives et antigéniques (Nieves & Heininger, 2016), parmi lesquelles
se trouvent les facteurs de virulence impliqués dans l'adhésion cellulaire, la
production de toxines et la sécrétion de protéines effectrices (Locht, 1999).

Malgré les différences d’hbte et de spectre clinique, les 3 bordetelles classiques
possedent plusieurs facteurs de virulence communs, notamment des adhésines
telles que I'hémagglutinine filamenteuse (FHA), la pertactine (PRN) et les fimbriae
(Fim), et des toxines comme la toxine adénylate cyclase (ACT, ou CyaA) et la toxine
dermonécrotique (DNT) (Parkhill et al., 2003b). Certains facteurs de virulence sont
spécifiques d'espéce, en particulier la toxine pertussique (PTX) qui est uniquement
produite par B. pertussis (Fig. 3). C’est aussi le cas du systéme de sécrétion de type
VI (T6SS) chez B. bronchiseptica (Weyrich et al., 2012), absent chez B. pertussis et
probablement non fonctionnel chez B. parapertussis en raison de sous-ensembles
de génes manquants et/ou de la présence de pseudogénes dans la région qui
'encode (Park et al., 2012).

1. Les adhésines sont responsables de 'attachement et de la colonisation de
I'épithélium respiratoire par B. pertussis. Ces protéines de la surface bactérienne

sont fortement exposées au systéeme immunitaire.

L'hémagglutinine filamenteuse est une glycoprotéine essentielle a 'adhérence aux
cellules épithéliales ciliées (Locht et al., 1993) et a la persistance de I'infection par
ses propriétés immunomodulatrices (Henderson et al., 2012). Son expression est

étroitement régulée par I'opéron BvgA/S (Scheller & Cotter, 2015).

La pertactine est une protéine de la membrane externe de la famille des
autotransporteurs (Henderson et al., 2004). Bien que son rdle ne soit pas encore
complétement élucidé, des modéles in vitro suggérent une fonction
immunomodulatrice (Hovingh et al., 2018), et un réle d’adhésion aux cellules de
mammiféres par l'intermédiaire d’'un motif tripeptidique Arg-Gly-Asp (Hijnen et al.,
2004) (Inatsuka et al., 2010). De nombreuses études ont démontré ses propriétés
immunogénes et protectrices, aboutissant a son utilisation dans la composition des

vaccins acellulaires (Novotny et al, 1991). La corrélation entre titres élevés
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d’anticorps anti-PRN et protection contre la coqueluche confirme l'importance de
cette protéine dans 'immunisation vaccinale (Cherry et al., 1998). Cependant depuis
1998, des isolats cliniques de B. pertussis dépourvus de PRN ont été décrits, en
particulier dans des pays utilisant le vaccin acellulaire (Pawloski et al., 2014)
(Zeddeman et al., 2014) (Barkoff et al., 2019).

Les protéines fimbriales, sont les monomeéres qui s’assemblent pour former les pili
ou fimbriae filamenteux de la surface des bactéries. B. pertussis exprime deux types
de fimbriae sérologiquement distincts constitués de sous-unités Fim2 ou Fim3 (Mooi
et al., 1987). Ces fimbriae sont capables de se lier aux polyosides sulfatés du tractus
respiratoire (Geuijen et al., 1996) et contribuent a la colonisation du nasopharynx et

de la trachée dans un modele murin (Geuijen et al., 1997) (Mattoo et al., 2000).

2. Les toxines sécrétées par B. pertussis ont des effets cytopathogénes sur le

tractus respiratoire, mais aussi systémiques (Scanlon et al., 2019) (Fig. 5).

La toxine pertussique est I'un des facteurs de virulence les plus importants de
B. pertussis. Ce complexe multimérique composé d’'une sous-unité monomérique A
et d’'une sous-unité pentamérique B est assemblé dans I'espace périplasmique et
exporté par un systeme de sécrétion de type IV (Kotob et al., 1995). PTX est une
toxine de la famille ABs (Stein et al., 1994a), comme la toxine cholérique. La sous-
unité B assure la fixation a un récepteur glycoprotéique sialylé de surface des
cellules épithéliales (Stein et al., 1994b), et permet la translocation
intracytoplasmique de la sous-unité A (Locht et al., 2011). Cette derniere catalyse
'ADP-ribosylation des protéines Gai1l et Gai3, mécanisme conduisant a une
dérégulation des voies de signalisation. Il en résulte notamment une augmentation
de la sensibilit¢ a I'histamine, une inhibition de la migration des polynucléaires
neutrophiles (PNN) (Andreasen & Carbonetti, 2008) et une modulation de la réponse
immunitaire adaptative (Carbonetti et al., 2004) (Martino et al., 2006). PTX favorise
également I'adhérence aux cellules épithéliales ciliées (Carbonetti et al., 2003) et
serait la principale responsable de la toux paroxystique de la phase d’état de la
coqueluche (Hewitt & Canning, 2010) (Carbonetti, 2015). Enfin, la toxine est
impliquée dans la lymphocytose caractéristique de la coqueluche (Mu et al., 1994)
(Funaki & Miyairi, 2015) (Fig. 4). Cette lymphocytose serait a I'origine de I'obstruction
des vaisseaux pulmonaires de faible calibre provoquant I'hypertension pulmonaire

sévere des formes les plus graves de la maladie (Donoso et al., 2005). Bien que
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présent dans le génome de B. parapertussis et B. bronchiseptica, le géne ptx n’est
pas exprimé chez ces espeéces, du fait de mutations dans sa région promotrice (Aricod
& Rappuoli, 1987).

Figure 4 : Lymphocytose d’un patient atteint de coqueluche sévere.

Les éléments figurés sont des lymphocytes atypiques a noyaux clivés ou lobulés. Frottis de sang
périphérique, coloration de May-Griinwald Giemsa, x 1000. Cliché Funaki et al., Lancet Infect Dis.,
2015.

L’adénylate cyclase, la cytotoxine trachéale (TCT) et la toxine dermonécrotique
sont impliquées dans les dommages a I'épithélium respiratoire et la réponse immune.
CyaA est excrétée par B. pertussis et seul son domaine catalytique pénétre dans les
cellules cibles de I'hote (Voegele et al., 2018). L’activité biologique est alors activée
dans le cytoplasme par la calmoduline et entraine une dérégulation de la production
d’AMPc intracellulaire. Les cellules effectrices de l'immunité semblent la cible
principale de cette toxine, qui module ou supprime ainsi la réponse de I'héte et
facilite la survie de la bactérie. Dans le cas de la coqueluche, CyaA inhibe 'action
des PNN (DI & Jw, 1982), et induit I'apoptose des macrophages alvéolaires
(Gueirard et al., 1998).

TCT est un fragment du peptidoglycane de B. pertussis (Rosenthal et al., 1987),
reconnu par le Toll-like récepteur Nod1 de I'immunité innée, ce qui active par la voie
NF-kB la production d’interleukine IL-1a pro-inflammatoire provoquant des lésions de

I'épithélium respiratoire (Flak & Goldman, 1999). L’équipe de Robert Wilson a
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également démontré le réle de TCT dans linhibition du chimiotactisme des PNN
(Cundell et al., 1994).

DNT est un polypeptide dont le réle dans la physiopathologie de la coqueluche n’est
pas complétement élucidé. Chez B. bronchiseptica, DNT induit un changement de la
morphologie des cellules épithéliales par action sur la polymérisation de l'actine
(Horiguchi et al., 1997). Les séquences peptidiques des DNT de B. bronchiseptica et
de B. pertussis étant a 99 % identiques (Teruya et al., 2020), il est possible que la

toxine y joue un réle similaire lors de la coqueluche.

<
9"“".‘. ¢
< i e GPCR h

RAVARVARE 5

Epithélium Immunité innée Immunité adaptative
AC - Rupture de la barriére PT - Inhibition du recrutement PT - Lymphocytose ; inhibe la
précoce des PNN et de I'activité réponse anticorps a B. pertussis
antibactérienne des macrophages
AC - Inhibition de la phagocytose/
TCT - Inflammation médiée par burst oxydatif/production d‘_ AC - Adjuvant induisant une
Nod1 ; synergie d’action avec le cytokines/formation de NETS ; réponse vaccinale de type Th17
LPS = dommages médiés par le induit la mort cellulaire
NOetIL-1 TCT - Inhibition du
chimiotactisme des PNN

. &

Figure 5 : Activités des toxines de Bordetella pertussis lors de I'infection.

PT : toxine pertussique, AC : adénylate cyclase, TCT : cytotoxine trachéale, LPS : lipopolysaccharide.
Adapté de Carbonetti et al. Adv Exp Med Biol. 2020.
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3. Régulation de la production des facteurs de virulence

L’expression de la quasi-totalité des protéines impliquées dans la virulence de
B. pertussis est régulée par l'unique systeme a 2 composants BvgA/S (Hot et al.,
2003) (Cummings et al., 2006) (Moon et al., 2017). Lors de linfection, des stimuli
(comme une transition thermique de 25 a 37°C) provoquent I'activation d’'un capteur
de membrane interne a activité histidine kinase, BvgS, qui subit une
autophosphorylation précédant la phosphorylation secondaire de la protéine BvgA.
La protéine BvgA phosphorylée active la transcription des génes de virulence
(virulence-activated genes ou vags) par action directe sur leurs promoteurs. Le
produit d’'un de ces génes est le régulateur BvgR qui réprime la transcription d’'une
autre catégorie de génes (virulence-repressed genes ou vrgs) (Locht et al., 2001).
Parmi les nombreux génes activés dans cette phase d’activation dite Bvg (+) se
trouvent ceux des adhésines et toxines décrites supra (p. 31-34), requises pour
établir I'infection dans I'arbre respiratoire de I’héte (Herrou et al., 2009). Lorsque les
conditions ne sont plus celles de I'infection, la bactérie revient en phase dite Bvg (-)
(Fig. 6) : BvgS n’est plus phosphorylé, I'expression des vags n’est plus promue au
contraire de celle des vrgs. La phase Bvg (-) permet par exemple a B. bronchiseptica
de vivre en dehors de son héte, dans I'environnement, favorisant sa survie dans des
conditions de carence nutritive (Porter et al., 1991). Pour B. pertussis, les phases
Bvg (-) et Bvg (i) (dans laquelle BvgA/S est partiellement activé) pourraient étre
nécessaires a la transmission d’'un individu a l'autre et dans les stades initiaux de
l'infection (Decker et al., 2012) (Fig. 6).

Enfin, le systéme BvgA/S régule la production des biofilms qui semblent jouer un
réle-clé dans la colonisation persistante de B. bronchiseptica chez I'animal et dans la
colonisation nasopharyngée par B. pertussis chez 'homme (Cattelan et al., 2016)
(Fullen et al., 2020).
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Figure 6 : Régulation des génes de Bordetella pertussis par le systéeme a

composants BvgA/S au cours d’un cycle infectieux.
Adapté de Decker et al., Microbiology, 2012.
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L’infection : la coqueluche et ses complications

Transmission
La coqueluche est une maladie exclusivement transmise par voie aérienne par

'intermédiaire d’aérosols de gouttelettes de sécrétions respiratoires disséminées par
la toux d’'un sujet contaminant (Warfel et al., 2012). La coqueluche est hautement
contagieuse avec un Ry de 16 a 18 (hombre moyen de personnes qu’une personne
contagieuse peut infecter), analogue a celui par exemple de la rougeole (Tang et al.,
2015).

La transmission se fait principalement a la faveur d’'un contact intrafamilial ou en
collectivité. Dans les études ou était retrouvé le contact familial avec un cas index
confirmé, le taux d'attaque (TA) moyen pour les enfants non vaccinés était de 76 %
[64-86 %] (Storsaeter & Gustafsson, 1997) (Heininger et al., 1998). Bien que les TA
soient difficiles a quantifier en dehors du cadre familial, ils sont estimés dans les
études portant sur les contacts scolaires entre 0 et 36 % (Rodman et al., 1946)
(Brennan et al., 2000). Ces observations indiquent que la transmission de la
coqueluche est favorisée par une exposition répétée ou prolongée, et/ou un contact
étroit.

Le risque de contamination est maximal au cours de la phase initiale catarrhale puis
diminue rapidement avec le temps. La contagiosité devient négligeable 3 semaines
apres le début des symptoémes malgreé la persistance des quintes de toux (von Koénig,
2005). Elle peut étre considérée comme nulle aprés 5 jours d’antibiothérapie par un
macrolide (Bergquist et al., 1987) (Cherry, 2018).

Bien que la gravité de la coqueluche soit essentiellement pédiatrique (Wood &
Mclintyre, 2008), sa chaine de transmission implique adolescents et adultes en
contact avec les jeunes enfants, en particulier parents et grands-parents, nourrices et
personnels de santé (Forsyth et al., 2005) (Kowalzik et al., 2007). La diminution
progressive de I'immunité post-vaccinale avec I'dge et 'absence de politique de
rappels vaccinaux ont favorisé depuis 20 ans la contamination des nourrissons non
encore immunisés par des adultes ou adolescents pourtant initialement vaccinés
(Elliott et al., 2004) (Wendelboe et al., 2007). La vaccination de ces sujets a risque
de transmettre la maladie aux plus jeunes est I'élément clé de la stratégie dite de

cocooning mise en place dans plusieurs pays (Locht & Mielcarek, 2012).
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Physiopathologie
La coqueluche résulte de la capacité de B. pertussis et dans une moindre mesure

de B. parapertussis a coloniser I'épithélium des voies respiratoires supérieures en
produisant de fagcon coordonnée les facteurs toxiques et/ou immunomodulateurs
décrits dans les paragraphes précédents. L'activité de ces facteurs et la maturité des
défenses de I'h6te déterminent I'évolution clinique et le spectre de la maladie au sein
des différentes tranches d'age.

L’étape initiale est I'adhésion aux cellules épithéliales ciliées du nasopharynx par
lintermédiaire de FHA, PRN et des protéines Fim (Bassinet et al., 2000). Cette
interaction réduit l'activitt muco-ciliaire, donc la clairance physiologique des
bactéries, provoquant la réaction catarrhale de I'héte (cf. supra, p. 31-32). La
production des toxines ACT et PTX inhibe localement la réponse immunitaire,
réduisant notamment la migration et la phagocytose des macrophages et des
polynucléaires neutrophiles. La phase d’état semble principalement due a l'activité
tussigéne de la toxine PTX (Hewitt & Canning, 2010) (Carbonetti, 2015), également
responsable de la lymphocytose caractéristique de la maladie (Fig. 4).

Dans les formes les plus graves, la sécrétion des toxines TCT, DNT et ACT peut étre
responsable de Iésions tissulaires des voies respiratoires supérieures puis
inférieures, ainsi que de manifestations systémiques (Mattoo & Cherry, 2005).
L’infiltration de la muqueuse par les leucocytes, et particulierement les lymphocytes,
a pour conséquence une hyperplasie lymphoide des ganglions trachéo-bronchiques
et une nécrose de I'épithélium bronchique (Smith & Vyas, 2000). L'hypertension
pulmonaire est probablement un effet indirect de la PTX, qui provoquerait
'agrégation de lymphocytes dans le systéme vasculaire pulmonaire (Pierce et al.,
2000). Enfin, des analyses nécropsiques ont montré dans des cas de coqueluche
fulminante des atrophies corticales du thymus et une déplétion lymphatique

ganglionnaire et splénique (Sawal et al., 2009).
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Pouvoir pathogéne naturel : chant du coq et coqueluche
A linhalation de gouttelettes de Fliigge contaminées par B. pertussis ou

B. parapertussis succéde une période d’incubation de 7 a 10 j (extrémes, selon
'inoculum initial et I'état immunitaire du sujet, 5-21 j). Puis, chez un jeune enfant non
immunisé par exemple, une coqueluche typique se déroule en trois phases (Mattoo
& Cherry, 2005) (Bouchez & Guiso, 2015) :

* Une phase catarrhale dune a deux semaines, pendant laquelle la
contagiosité est maximale et caractérisée par des symptdomes de coryza banal :
rhinorrhée claire, irritation des muqueuses oro-pharyngée et nasale avec toux légére
et larmoiement. Fiévre et signes généraux (courbatures, malaise) sont la plupart du
temps absents.

* Une phase d’état paroxystique d’environ 2 a 8 semaines, dominée par la
toux sonore, avec une reprise inspiratoire difficile et évoquant le chant du coq (signe
cependant inconstant chez le nourrisson et I'adulte). Les quintes sont épuisantes,
insomniantes du fait de leur recrudescence nocturne, et fréquemment émétisantes
chez le nourrisson avec un risque majeur de déshydratation. L'intensité et la
fréquence des épisodes paroxystiques augmentent pendant quinze jours, puis
diminuent progressivement pendant la phase de convalescence qui peut durer
plusieurs semaines. Il est a noter qu’entre les accés de toux, le patient est
asymptomatique et apyrétique.

* Coqueluche « maligne » : les nouveau-nés et nourrissons de moins de
3 mois peuvent présenter des complications cliniques mettant en jeu le pronostic
vital : cyanose, détresse respiratoire, bradycardie, défaillance multiviscérale (Tanaka
et al., 2003). Cette forme de la maladie est responsable de la grande majorité des
déceés liés a la coqueluche (avis HCSP, 2014). Le taux de |étalité de la coqueluche
chez les enfants de moins de 3 ans est estimé entre 1 et 3 % (Murray et al., 2013)
(Winter et al., 2015) et I'on estime quaux Etats-Unis, plus de la moitié des
nourrissons atteints doivent étre hospitalisés (Kilgore et al., 2016). De plus, les
surinfections bactériennes pulmonaires et infections virales associées ne sont pas
rares, comme l'indique par exemple la présence d'une co-infection par le virus
respiratoire syncytial (VRS) chez 33 % des nourrissons hospitalisés atteints de
coqueluche dans une étude du début du XXI° siécle (Crowcroft et al., 2003a).
Adolescents et adultes sont moins symptomatiques que les jeunes enfants (Hewlett
& Edwards, 2005) (Paisley et al., 2012), les complications sont peu fréquentes et

I'hospitalisation plus rarement nécessaire (Farizo et al., 1992). A ces ages, la
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coqueluche est le plus souvent diagnostiquée devant une toux persistante,
paroxystique ou non, de plus de 3 semaines (Gilberg et al., 2002) (Cornia et al.,
2010).

Un individu peut présenter 2 a 3 épisodes de coqueluche dans sa vie car 'immunité
naturelle aprés I'infection ou une vaccination est comprise entre 7 et 20 ans (Schmitt-
Grohé et al., 1995) (Wendelboe et al., 2005). La sévérité des récidives est atténuée,
mais I'age, le sexe, I'espéce de Bordetella impliquée et le temps écoulé depuis la
derniere infection ou vaccination paraissent également influer sur la présentation

clinique (Kilgore et al., 2016).
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Réponse immunitaire
Au décours de la primo-infection, on observe une réponse humorale (IgA, IgM puis

IgG) dirigée notamment contre les adhésines FHA, PRN, Fim2, Fim3, et la toxine
PTX (Viljanen et al., 1982) (Mertsola et al., 1990). La vaccination induit une réponse
IgG analogue a celle de l'infection contre les facteurs de virulence inclus dans les
vaccins ; c’est 'une des raisons pour lesquelles le diagnostic sérologique n’est plus
recommandé dans les pays ou la vaccination est systématique. La sérologie n’est
pas non plus préconisée chez le nourrisson de moins de 3 mois, en raison de la
présence possible d’anticorps maternels résiduels (Cherry et al., 2005). Chez les
adolescents et adultes enfin, la longévité de [linterférence vaccinale dépend
notamment de la teneur en PTX immunisante, variable selon le vaccin utilisé (Le et
al.,, 2004) (Edelman et al., 2007) (Pawloski et al., 2012). Le facteur le moins
immunogéne semble étre la toxine pertussique, 25 % des enfants (en particulier les
nourrissons) et 10 % des adolescents et adultes ne produisant pas d’anticorps anti-
PTX apres l'infection (Stehr et al., 1998) (Heininger et al., 2004). Comme dans la
plupart des infections rhino-pharyngées virales (e.g., Covid-19), les taux d'lgG
diminuent rapidement et deviennent indétectables chez de nombreux sujets dans

I'année suivant I'infection (Versteegh et al., 2005) (Dalby et al., 2010).
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Prise en charge thérapeutique de la cogueluche

Le diagnostic d’'urgence de la coqueluche est essentiellement clinique et la prise
en charge hospitaliere sans délai des formes graves est souvent nécessaire en
particulier chez les nourrissons agés de moins de 3 mois (Murray et al., 2013). Le
traitement est alors avant tout symptomatique pour assister la respiration (position
proclive, dégagement des voies aériennes, aspiration, oxygénothérapie) et corriger
les désordres hydro-électrolytiques (réhydratation, renutrition). Il peut étre complété
en réanimation par oxygénation extracorporelle (ECMO) ou exsanguino-transfusion

dans les formes majeures hyperlymphocytaires (avis HCSP, 2014).

Chez l'adulte comme chez I'enfant, I'antibiothérapie ne joue qu’un rdle secondaire
dans le traitement. Elle est prescrite dans 2 cas, selon le méme schéma
posologique :

- traitement curatif d’appoint d’'un patient en phase catarrhale pour diminuer
durée et sévérité de la toux et pour réduire la contagiosité (von Konig, 2005).

- antibiothérapie prophylactique du sujet non ou insuffisamment vacciné ayant
été en contact avec un patient coquelucheux dans les trois semaines suivant

'apparition de la maladie de celui-ci (Granstrom et al., 1987) (Halperin et al., 1999).

Parmi les macrolides qui sont le traitement de premiére intention, le choix se porte a
ce jour sur (avis HCSP, 2014) :

* L’azithromycine 20 mg/kg/j (max. 500 mg/j) en prise unique journaliére
durant 3 j.

* La clarithromycine 15 mg/kg/j (max. 1 g/j) en 2 prises journaliéres pendant 7 j.
Cependant, I'émergence préoccupante en Chine d'une lignée de B. pertussis
apparemment sélectionnée par sa moindre sensibilité aux vaccins acellulaires et
dans laquelle la majorité des isolats a acquis une résistance aux macrolides par
mutation de leur cible ribosomique pourrait remettre en cause ces recommandations
(Xu et al., 2019a) (Yao et al., 2020).

Les béta-lactamines étant sans effet thérapeutique dans la coqueluche, I'alternative
habituellement envisagée est le cotrimoxazole (8 mg/kg/jour de triméthoprime chez
'enfant et 320 mg/jour chez I'adulte) pendant 14 jours (Hewlett & Edwards, 2005)
sauf chez la femme enceinte ou allaitante et chez le nourrisson de moins de 2 mois

pour lesquels ce traitement est contre-indiqué.
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Stratégies de prévention : les vaccinations

Depuis son introduction aux Etats-Unis en 1940, la vaccination a permis de
réduire le taux annuel moyen de coqueluche chez les enfants dans les pays qui la
pratiquent de 160 a moins de 1 cas pour 100 000 habitants (Cherry, 1984) (Klein,
2014). Les vaccins, originellement constitués de bactéries entiéres inactivées (whole-
cell pertussis vaccine, wPV), ont été associés dés 1959 aux anatoxines diphtérique
et tétanique puis au virus inactivé de la poliomyélite pour I'immunisation des
nourrissons dans I'objectif d’éradiquer a terme les 4 maladies de I'ensemble de la
population. Concernant la coqueluche, I'efficacité des meilleurs wPV était supérieure
a 90 % et en France, la durée de protection des enfants complétement vaccinés en 4
injections au cours des 18 premiers mois de vie était évaluée entre 7 et 9 ans
(Grimprel et al., 1996) (Guiso et al., 2008). Cependant, I'utilisation de wPV fut remise
en cause a la suite des critiques suivantes : (i) absence de prévention des rebonds
cycliques de cas de coqueluche tous les 3 a 5 ans (Broutin et al., 2010), (ii) absence
de protection contre B. parapertussis (Kurova et al., 2010), (iiij hétérogénéité de la
production industrielle des wPV et surtout, (iv) des effets secondaires neurologiques
avec lésions cérébrales décrits dés 1948 (Byers & Moll, 1948) (Baraff et al., 1983),
bien qu’il n'ait pas été possible d’en incriminer formellement les wPV (Mortimer et al.,
1983) (Mattoo & Cherry, 2005).

Plus reproductibles a fabriquer, des vaccins protéiques purifiés acellulaires (aPV)
composés d’anatoxine pertussique combinée a une, puis plusieurs des adhésines
majeures de B. pertussis (FHA, PRN, Fim2, Fim3) ont été développés, et remplacent
les wPV dans la plupart des pays industrialisés (Sheridan et al., 2014).

D’efficacité protectrice initiale similaire a celle des wPV, les aPV sont mieux tolérés a
la primo-injection (Decker et al., 1995), mais conférent une immunité vaccinale moins
durable de 6 a 7 ans (Klein et al., 2012) (Guiso et al., 2017).

Depuis 2018 les recommandations vaccinales sont les suivantes :
- primo-vaccination a I'age de 2 mois, 2° dose a 4 mois, puis rappel a 11 mois,
- rappels a 6 ans puis entre 11 et 13 ans,
- rappels a 25 ans puis tous les 10 ans pour le personnel soignant sensu lato, et

les sujets amenés a s’occuper de nourrissons (stratégie de cocooning).
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Diagnostic biologique de la coqueluche
Aprés s’étre appuyé pendant plus de 80 ans sur la culture in vitro (et de fagon

indirecte sur le dénombrement des lymphocytes sanguins et la sérologie), le
diagnostic au laboratoire de la coqueluche repose aujourd’hui principalement sur la
détection d’ADN spécifique des Bordetella pertussigénes. Cependant, quelle que soit
la méthode, I'isolement de bactéries viables ou la détection de matériel génétique ne
sont possibles qu’au cours des 20 premiers jours d’infection (Heininger et al., 1993)
(Strebel et al., 1993). Passé ce délai, seule la sérologie aurait un éventuel intérét
rétrospectif (Mdller et al., 1997), mais elle n'a plus sa place dans la stratégie
diagnostique, en particulier dans les pays ou une vaccination systématique dans la
petite enfance a été mise en place depuis longtemps.

Dans ses recommandations les plus récentes, le Haut Conseil de la santé publique a
établi un arbre décisionnel des modalités diagnostiques de la coqueluche selon la

durée de la toux chez un patient suspecté (avis HCSP, 2014) (Fig. 7).

Toux
persistante
+/.
paroxystique
> 7 jours

Penser a la coqueluche |
Quels que soient les ATCD
(de la maladie, de la
vaccination si > 10 ans)

Durée de toux < 14 j 14 j< Durée de toux < 21 j Durée de toux =221 j

Diagnostic clinigue

PCR et conﬁ:v:‘ar;":: :itotgque
nécessaire {recherche

Culture = 6 j PCR = 3] diagnostic U o PCR sour

clinique iy ik
avis spécialisd)
Figure 7 : Arbre décisionnel du diagnostic de la coqueluche en France.
La culture est recommandée jusqu’au 14° jour de toux, la PCR jusqu’au 21°. Au-dela, la recherche de
cas secondaires est requise, chez qui un diagnostic par culture et/ou PCR pourra étre réalisé (avis du
HCSP, 2014).
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1. Prélevements biologiques recommandés : I'aspiration des sécrétions
(Hallander et al., 1993), et I'écouvillonnage nasopharyngé vrai (Fig. 8) sont

préconisés pour la culture et la PCR (avis HCSP, 2014).

Figure 8 : Réalisation d’un prélevement nasopharyngé avec un écouvillon fin et

flexible.

Illustration C. Cordier, BioRender.

2. Culture in vitro : les principaux milieux gélosés utilisés pour l'isolement de
B. pertussis, B. parapertussis et B. bronchiseptica sont (Kerr & Matthews, 2000) :

* le milieu de Bordet-Gengou, constitué d’'une macération de pomme de terre,

source d’azote et d’amidon (ce dernier adsorbe et neutralise les acides gras et
peroxydes inhibiteurs présents dans les sécrétions nasales), additionnée de glycérol
(source supplémentaire de carbone et d’énergie), de 15 a 20 % de sang défibriné
(mouton ou cheval) pour I'apport de facteurs nutritifs et vitaminiques et la mise en
évidence de I'hémolyse de B. pertussis. Il est complémenté, dans les formulations
contemporaines, de peptones animales variées qui le rendent plus fertile (Hoppe,
1988). Il a été rendu sélectif a partir des années 1960 par ajout de pénicilline G,
remplacée depuis par la céfalexine (40 ug/ml) pour inhiber la pousse des principaux
commensaux nasopharyngés. Son utilisation canonique prévoit I'ensemencement
simultané de deux boites de gélose, 'une avec et 'autre sans sélecteur, afin de
pallier un éventuel effet inhibiteur de [l'antibiotique lorsque [linoculum est
paucibacillaire.

* le milieu Regan-Lowe, qui fonctionne sur le méme principe mais sans pomme

de terre, I'amidon étant remplacé par de la poudre de charbon et I'apport azoté
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constitué de peptones animales. Il requiert moins de sang (10 %), mais une
supplémentation en niacine, précurseur du NAD/NADP indispensable a la croissance
bactérienne, et un antibiotique sélecteur, en général la céfalexine (Regan & Lowe,
1977).

Aprés 6 a 12 j d'incubation a 35°C dans une atmosphére enrichie a 5 % de COy, les
colonies de B. pertussis sur milieu de Bordet-Gengou ont un aspect caractéristique
en gouttelettes de mercure, bombées et a l'éclat métallique, produisant une
hémolyse compléte (béta) des hématies de la gélose située sous les bactéries
(Fig. 9). L’incubation au dela du 7° j améliore significativement le rendement des
cultures (Katzko et al., 1996). B. parapertussis et B. bronchiseptica poussent plus
vite (72 et 24-48 h, respectivement), produisant des colonies moins caractéristiques,

mais nettement bien plus grandes (1-3 mm).

Figure 9 : Aspect colonial de Bordetella pertussis sur milieu de Bordet-

Gengou.
(A, C)Colonies en gouttelettes de mercure. (B) Zone claire de béta-hémolyse révélée par

rétroéclairage. Incubation 7 j a 35°C, air enrichi de 5 % de CO,. Photographies C. Cordier.
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La sensibilité du diagnostic par culture dépend a la fois du stade de la maladie, de
'age et du statut vaccinal du patient (Nakamura et al., 2011), de la charge
bactérienne, de la qualité du recueil et de la contamination par la flore microbienne
commensale, et du délai entre le prélévement et 'ensemencement (Vestrheim et al.,
2012) (Martini et al., 2017). Elle est comprise entre 60 et 80 % dans les 2 premiéres
semaines de toux, mais diminue rapidement en cas de prélévement tardif (Halperin
et al., 1989) (Grimprel et al., 1993).

En dépit de la difficulté d’isoler les bactéries en culture, principalement due a la
nécessité de recourir a un milieu spécifique et a une durée d’incubation
inhabituellement longue, l'identification de B. pertussis est ensuite assez facile. Les
bactéries sont de tout petits coccobacilles a Gram négatif, a activité catalase. Elles
produisent une réaction d’oxydase rapide et ne sont pas uréolytiques, a l'inverse de
B. parapertussis et B. bronchiseptica (toutes deux oxydase et uréase+).
L’identification définitive auparavant obtenue par agglutination par des antisérums
spécifiques est aujourd’hui remplacée par la spectrométrie de masse-MALDI-ToF

pour toutes les espéces de Bordetella (Zintgraff et al., 2018).

3. Le diagnostic génétique par amplification génique (PCR) de la
coqueluche est désormais la méthode utilisée en premiére intention dans la plupart
des pays développés (Riffelmann et al., 2005). Remboursée en France depuis 2011
par la sécurité sociale, elle présente les quatre avantages d’étre plus rapide et
sensible que la culture (van der Zee et al., 2015), simple a mettre en ceuvre et
automatisable, mais le défaut de ne plus donner accés a la bactérie vivante pour
'analyse épidémiologique, I'antibiogramme ou I'étude de la virulence et de

limmunogénicité.

Comme mentionné dans l'introduction (cf. supra p. 25), le génome des Bordetella
peut contenir de trés nombreuses copies de séquences d’ADN de quelques
centaines de bases, les IS dont certaines sont spécifiques d’espéce, ce qui fait
d’elles des cibles de choix pour la PCR (McLafferty et al., 1988). Ainsi la détection de
IS481 présente chez B. pertussis et IS1001 présente chez B. parapertussis sont a la
base de la plupart des tests PCR de la coqueluche. 1S481 existant aussi chez
B. holmesii, et occasionnellement chez B. bronchiseptica (van der Zee et al., 1996)
(Diavatopoulos et al., 2006) (Tizolova et al., 2013), on recherche en plus de ces
cibles au moins une séquence hautement spécifique de B. pertussis (ex. séquence
du géne ptx de la toxine pertussique ou de son promoteur) et éventuellement une
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séquence comme h-IS710017-like spécifique de B. holmesii (Schmidt-Schlapfer et al.,
1997) (Templeton et al., 2003).

Une grande variété de PCR multiplex commerciales combine la recherche de cibles
de ce type pour assurer une bonne spécificité (Lind-Brandberg et al., 1998) (Kosters
et al., 2001), mais ce sont IS481 et IS1001 qui assurent I'excellente sensibilité de la
méthode (Roorda et al., 2011), en raison de leur présence en grand nombre dans les
génomes respectifs de B. pertussis et B. parapertussis (Diavatopoulos et al., 2005b).
Cette sensibilité et la possibilité d'évaluer semi-quantitativement la charge
bactérienne par des techniques automatisées de suivi de I'amplification en temps
réel (QPCR) font aujourd’hui de cette approche la technique de référence du
diagnostic biologique de la coqueluche. La pertinence de la PCR par rapport aux
autres éléments diagnostiques disponibles dépend du stade de la contamination et
de l'infection (Fig. 10).

Incubation Phase catarrhale Phase paroxystique Phase de convalescence
Toux atypique Toux nocturne
Rhinorrhée Vomissements post-tussiques

Reprise inspiratoire difficile
Cyanose
Lymphocytose

100%—

Sensibilité
diagnostique

Z | P >

2
R

7-10 jours 1-2 semaines 3-8 semaines 6-12 semaines

Figure 10 : Représentation graphique des sensibilités diagnostiques de la
culture (vert), de la PCR (bleu), de la sérologie (rouge) et du diagnostic clinique
(orange).

Adapté de van der Zee et al., Clin Microbiol Rev., 2015.

Il n’en demeure pas moins que les techniques d’amplification génique ciblée ne
donnent plus acceés au microorganisme vivant, qui reste indispensable a I'analyse
épidémiologique, a la mesure de la sensibilité aux antibiotiques, ainsi qu’a toute

étude de I'évolution de la virulence et/ou de 'immunogénicité de Bordetella pertussis.
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Typage épidémiologique des isolats de B. pertussis

Les outils de typage bactérien sont en constante évolution et s’appuient de plus en

plus sur le séquencage génomique des bactéries (Hegerle & Guiso, 2013) (Mooi et
al., 2014). L’analyse du polymorphisme de longueur des fragments de digestion de
'ADN génomique par des endonucléases de restriction a 'aide de I'électrophoréese
en champ pulsé (RFLP-PFGE), technique de référence au début du siécle (Mooi et
al., 2000), permettait de distinguer par exemple les souches circulantes des souches
vaccinales. La comparaison de concaténations de plusieurs séquences de régions
génomiques communes (multilocus sequence typing, MLST), puis d’'un plus grand
nombre (e.g., ribosomal proteins-MLST, r-MLST), et enfin des génomes entiers
permet maintenant non seulement de différencier les isolats, mais aussi d’établir leur
phylogénie, de suivre leur diffusion spatiale et temporelle, et d’analyser I'évolution de
leurs génes de virulence, en particulier sous I'effet de la vaccination (Mooi, 2010)
(Bart et al., 2014) (Bouchez et al., 2018).
Le colt matériel et humain de ces approches demeure cependant élevé, et les délais
d’analyse sont encore beaucoup trop longs pour répondre aux situations d’'urgence
épidémiologique. L'obtention de réponses préliminaires dans ce contexte pourrait
sans doute bénéficier de techniques d’analyse phénotypique rapides et peu
colteuses comme la spectrométrie de masse-MALDI-ToF (SM-MT) et la
spectrométrie infrarouge par transformée de Fourier (IR-TF), mais ces derniéres
restent encore a évaluer sur Bordetella pertussis (cf. infra, travail expérimental,
2° partie).
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Evolution des souches de B. pertussis depuis la vaccination
La prévention vaccinale anti-pertussique mise en place a grande échelle dans les

années 1990 a réduit en quelques décennies une cause majeure de morbidité
infantile dans le monde, et I'estimation du nombre de jeunes enfants morts de la
coqueluche est passé de 390 000 en 1999 (Crowcroft et al., 2003b) a 160 700 en
2014 (Yeung et al., 2017). Cependant, des résurgences épidémiques continuent a se
produire tous les 3 a 5 ans et la maladie est loin d’étre éradiquée en 2021 (Safarchi
et al., 2016) (Bowden et al., 2016) (Zomer et al., 2018).

Si 'on considére que les vaccins utilisés ont initialement montré leur capacité a
prévenir I'infection, la défaillance observée de la couverture vaccinale peut étre
attribuée a 2 causes principales, (i) l'insuffisance du nombre de sujets vaccinés
efficacement (primo-vaccination et rappels), qui permet la circulation persistante de
B. pertussis, (ii) 'échappement immunitaire, c’est a dire 'émergence de souches
mutantes de B. pertussis contre lesquelles 'immunité vaccinale n’est plus suffisante
pour prévenir l'infection ou la transmission ; les mutations peuvent concerner la
structure ou le niveau de production des facteurs de virulence ciblés par la
vaccination, au premier chef PTX, PRN et FHA dans le cas des aPV.

Ainsi ont émergé dans des pays a forte pression vaccinale des souches n’exprimant
pas PRN (PRN) et/ou FHA (Barkoff et al., 2019), notamment en France ou le CNR
rapporte que 48,4 % des isolats frangais analysés ne produisaient pas PRN en 2018
(rapport annuel d’activité 2019, CNR). Selon les souches, la disparition de l'activité
PRN a principalement pour support (i) I'inactivation du géne de PRN par insertion
d’'une copie de 1S4817 (plus rarement a des mutations ponctuelles ou des délétions
intragéniques), ou (ii) des mutations de la séquence du promoteur du géne (Otsuka
et al.,, 2012) (Zeddeman et al., 2014) (Xu et al., 2019b). La principale pression de
sélection des souches PRN" est la production d’anticorps anti-PRN bactéricides chez
les sujets vaccinés par les aPV (Lesne et al., 2020).

Si les mutations inactivant PTX semblent rares, une souche francaise responsable
d’'un syndrome pertussique mineur présentait une délétion compléte de I'opéron
encodant les 5 sous-unités de la toxine (Bouchez et al., 2009). En revanche, des
variants aujourd’hui trés répandus sont apparus dés 1988, dans le génome desquels
le promoteur pitxP1 de PTX est remplacé par un promoteur plus fort, ptxP3,
entrainant une surproduction de la toxine par rapport a celle des souches pré-
vaccinales (Mooi et al., 2009) (Bart et al., 2010) (de Gouw et al., 2014). L’émergence
des mutants ptxP3 ayant fait suite a I'introduction des aPV en remplacement des

wPV, il est probable qu’ils possédent un avantage sélectif pour la survie de
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B. pertussis chez les patients vaccinés, en particulier quand I'immunisation s’affaiblit
au cours du temps (Lam et al., 2012) (Bart et al., 2014) (Sealey et al., 2015).
Récemment, cette lignée est apparue en Chine a la suite du remplacement complet
en 2012 des wPV par les aPV, ce qui suggére que ces aPV sont insuffisamment
immunogénes pour empécher la propagation de cette lignée, dont la persistance est
de plus favorisée par une résistance récemment acquise de la plupart des isolats aux
macrolides (Yao et al., 2020).
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Deuxieme partie : travail expérimental

Etude de la diversité des isolats cliniques de B. pertussis dans les

Hauts-de-France entre novembre 2017 a mars 2019

Obijectifs du travail

En 2010 la PCR 1S481-1001 est devenue l'unique diagnostic des Bordetella
pertussigénes en routine du laboratoire du CHU de Lille, centre de recours des
Hauts-de-France pour le diagnostic microbiologique de la coqueluche. Depuis, une
augmentation significative du nombre de cas a été détectée, sans qu'il soit possible
de déterminer si celle-ci était seulement due a la plus grande sensibilité de la
méthode, ou si I'on assistait a une recrudescence de la coqueluche dans la région. Si
tel était le cas, nous ne disposions plus de moyen d’investigation des souches
responsables, la culture systématique et les prélevements requis pour celle-ci ayant
été abandonnés comme dans la majorité des laboratoires frangais. Moins d’une
décennie plus tard en 2018, alors que l'incidence annuelle était estimée par son
réseau de médecins généralistes et pédiatres a 6 276 infections, le CNR de la
coqueluche ne recueillait plus que 65 isolats de B. pertussis de toute la France, et
aucun de notre CHU. Nous nous sommes alors proposés d’évaluer l'intérét d’'une
culture systématique de B. pertussis a partir des seuls échantillons a notre
disposition en routine, les aspirations ou écouvillonages nasopharyngés destinés au
diagnostic par PCR, aprés réalisation de celle-ci. Ce sont les résultats de ce travail et
'analyse initiale par deux techniques phénotypiques spectrométriques des isolats

recueillis, que nous présentons ici.
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Matériel et méthodes

Echantillons biologiques et caractéristiques des patients

Deux types d’échantillon ont été analysés entre novembre 2017 et mars 2019 :
- liquide d’aspiration recueilli dans 1 ml de milieu de transport liquide Amies,
- écouvillonnage nasopharyngé ESwab" System for Bordetella Testing (Copan,
France) déchargé en milieu de transport liquide Amies.
Les échantillons étaient conservés pendant 2 h a 5 j a + 4°C jusqu’a analyse par
PCR. lIs étaient ensuite replacés a + 4°C jusqu’au lendemain pour mise en culture
lorsque la PCR s’était avérée positive, soit un délai de mise en culture de 24 h a 6 j

selon le jour et I'horaire d’arrivée de I'échantillon.

Les données suivantes relatives aux patients présentant une PCR positive ont été
recueillies rétrospectivement :

* Age et sexe,

* Localisation géographique de la structure ou le prélevement avait été réalise,

* Date de prélévement.

Détection génétique de B. pertussis

- Extraction d’ADN: 500 ul d’échantillon étaient homogénéisés a l'aide de
I'agitateur a billes MagNA Lyser (Roche Diagnostics), avant extraction automatique
sur automate MICROLAB STARIlet (Hamilton) avec le kit Nucleospin 8 Tissue
(MACHEREY-NAGEL).

L’ADN purifié était conservé dans un volume de 500 ul a - 20°C.

- L’amplification génique des cibles 1S4871 (B. pertussis/B. holmesii), plS1001
(B. parapertussis) et hIS1001 (B. holmesii) a I'aide du kit commercial gPCR multiplex
RIDA® GENE Bordetella real-time PCR (R-Biopharm AG) était réalisée sur
'automate de qPCR 7500 ABI (Applied Biosystems) avec une prise d’essai de 25 ul ;
45 réitérations du cycle d’amplification étaient réalisées et la valeur du Ct (cycle

threshold) était retenue pour I'analyse.
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Souches bactériennes de référence

Les souches suivantes de la collection du laboratoire ont été utilisées comme
contréles :

- B. pertussis CIP 63.1 - ATCC 9797

- B. parapertussis LOG121

- B. bronchiseptica LOG720

- B. holmesii LOG465

- B. hinzii LOG506

- B. trematum LOG466
Toutes ont été réisolées deux fois a partir d’'un aliquot congelé a - 80 °C sur milieu de
Bordet-Gengou sans antibiotique puis traitées dans les mémes conditions que les

isolats cliniques de I'étude au cours des différentes expériences.

Culture et identification phénotypique

Quand la PCR était positive, 'ensemencement était réalisé a partir du reste
d’échantillon disponible sur milieu de Bordet-Gengou préparé extemporanément
dans le préparatoire du laboratoire. Brievement, 36 g/l de base Bordet-Gengou agar
Difco” (Becton-Dickinson) étaient remis en suspension dans de I'eau distillée jusqu’a
dissolution compléte, puis stérilisés a l'autoclave 15 minutes a 121°C. Apres
refroidissement a 45°C, 200 ml/l de sang stérile défibriné de cheval (Thermo
Scientific) étaient ajoutés et mélangés au milieu, sans et avec 4 ml/l d’'une solution a
10 mg/l de céfalexine (Oxoid), soit une concentration finale dans le milieu de 40
Mg/ml. Pour chaque échantillon, 50 pl étaient ensemencés dans une boite de Petri
ronde contenant 25 ml de gélose avec ou sans céfalexine. Les géloses
ensemencées étaient incubées a 35°C sous atmospheére enrichie de 5 % de CO; et

observées chaque jour pendant une durée maximale de 10 j.

Les colonies suspectes (aspect en gouttelettes de mercure, bombées et a I'éclat
métallique, produisant une hémolyse compléte des hématies de la gélose située
sous les bactéries, cf page 46, Fig. 9) étaient ensuite identifiées par spectrométrie de
masse-MALDI-ToF & l'aide du systéme Microflex®/Biotyper (Bruker). L'identification
d’'une espéce de Bordetella était validée par I'obtention d’'un score = 1,8 et une

différence =2 0,2 avec le score de I'espéce la plus proche.
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Tous les isolats ont été ensuite conservés a - 80°C dans un milieu glycérolé.
Pour 'antibiogramme et les analyses spectrométriques, les isolats cliniques congelés

ainsi que les souches de référence ont été repiqués deux fois sur gélose de Bordet-

Gengou sans antibiotique, la pureté de la culture étant controlée par SM-MT.

Antibiogramme

Les CMI des macrolides érythromycine et azithromycine, et du lincosamide
clindamycine, ont été déterminées pour chaque isolat par epsilométrie (E-test®
bioMérieux) sur milieu de Bordet-Gengou commercial (Oxoid) aprés 7 jours
d’incubation a 35°C sous atmosphére enrichie de 5% de CO,. L’inoculum était
réalisé par mise en suspension d'une culture pure de bactéries fraichement
repiquées dans 3 ml de bouillon Mueller-Hinton (Oxoid) préchauffé a 37°C a une
densité correspondant a la valeur 0,5 de I'échelle de McFarland. En I'absence de
concentrations critiques définies pour B. pertussis ou de concentrations critiques
PK/PD pour les macrolides et lincosamides, la résistance a été définie par une valeur
de CMI supérieure d’au moins 4 dilutions a celle de la CMI médiane de la population

la plus sensible.

Analyse spectrométrique des isolats

Spectrométrie de masse-MALDI-ToF

A partir de bactéries issues des mémes conditions de culture que celles utilisées
pour l'analyse en IR-TF, une nouvelle analyse SM-MALDI-ToF aprés extraction
protéique par acide formique/acétonitrile selon les recommandations du fabricant, a
été réalisée. Sur une cible métallique de 96 puits, 1,2 ul d’extrait de chaque isolat
était déposé en triplicat, séché puis recouvert de 1,2 yl de matrice d’acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique (HCCA, Bruker). La plaque séchée était ensuite introduite dans
le spectromeétre Microflex (Bruker). Une fois l'analyse terminée, les spectres
protéiques ont été analysés par le programme MBT Compass Explorer (Bruker), et
les dendrogrammes réalisés par la méthode de regroupement des liaisons

moyennes.
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Spectrométrie infrarouge par transformée de Fourier

Les isolats de B. pertussis et des souches de référence de quelques autres
especes proches ont été cultivés simultanément par le méme opérateur, dans des
conditions identiques d’ensemencement, de lot de milieu de culture (Bordet-Gengou
sans antibiotique), de temps et conditions d’incubation (7 jours, 35°C, 5 % de CO,).
Les expériences de IR-TF ont ensuite été réalisées sur 'appareil du laboratoire de
Microbiologie du CHU d’Amiens, grace a I'expertise du Dr Crespin Adjidé que nous
tenons a remercier, ainsi que le Pr Nadine Lemaitre.

Quinze microlitres d’'une suspension trés dense (standard McFarland = 6) de chaque
isolat dans de I'éthanol a 35 % étaient déposés en ftriplicat dans les puits d’'une
plaque 96 IR Biotyper. Aprés séchage, I'analyse était réalisée dans linfrarouge
moyen (4 000-400 cm™) par un spectrométre IR (Bruker Optics). Les spectres étaient
acquis, visualisés et traités par le logiciel OPUS (Bruker Optics). Les données de la
zone d'absorbance des polysaccharides (1300-800 cm™') étaient ensuite
normalisées par le logiciel. Un second programme, IR Biotyper (Bruker), établissait
dendrogrammes et diagrammes de dispersion par comparaison des distances

euclidiennes.

Analyses statistiques

Les variables quantitatives continues distribuées selon une loi normale étaient
rapportées sous la forme moyenne * écart-type. Les variables quantitatives
continues ou discrétes distribuées de fagon asymétrique étaient exprimées sous la
forme médiane [intervalle interquartile Q1-Q3, IQR]. Les tests t de Student et U de
Mann-Whitney ont été utilisés pour la comparaison de variables quantitatives. Les
tests statistiques étaient utilisés sous leur forme bilatérale avec un risque a de 5 %.
Les analyses statistiques et graphiques ont été réalisées avec le logiciel R version
3.6.2 ou GraphPad version 7.0.
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Nombre d’échantillons positifs en biologie moléculaire

|

Résultats

Caractéristiques des patients positifs en gPCR coqueluche

De novembre 2017 a mars 2019, 1 119 échantillons nasopharyngés de patients
différents ont été analysés en qPCR de coqueluche.
Aucun n’était positif pour pIS7001 et hiIS7001, et 84 (7,5 %) étaient positifs pour
IS481 indiquant la présence d’ADN de B. pertussis dans chacun d’entre eux. Trois
pics de fréquence ont été observés pendant I'étude, en février et septembre 2018, et
janvier 2019 (Fig. 11).
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Figure 11 : Répartition temporelle des diagnostics positifs de coqueluche par
qPCR 1S481.

L’age moyen des 84 patients positifs était 12,4 £ 18,9 ans, le sex ratio (F/M) de 1,4.
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Valeurs de Ct

La valeur moyenne de Ct de qPCR était de 28 £ 7. La distribution des valeurs de Ct
(permettant d’évaluer la charge en ADN de B. pertussis) en fonction des groupes
d’age vaccinal des patients est représentée Figure 12. Les trois tranches d’ages les
plus jeunes (périodes pré-vaccinale, post-1 dose et post-2° dose) présentaient des
charges significativement plus élevées par rapport aux tranches d’age les plus

agées, ayant recu le rappel vaccinal du 11 mois (P < 1x107).

401

301

201

0-2 mois 2-4 mois 4-11 mois 11 mois-6 ans 6-25 ans >25 ans
Figure 12 : Charge bactérienne et age des patients au moment du diagnostic.
La charge bactérienne est inversement proportionnelle a la valeur du Ct de la gPCR coqueluche. Les
tranches d’ages correspondent aux différents stades d’immunisation selon le schéma vaccinal actuel.
Disques gris : valeur moyenne de Ct pour chaque tranche d’age. Les boites bleues figurent I'espace
interquartile, la barre horizontale indique la valeur médiane, les lignes verticales s’étendent de la

valeur la plus faible a la plus élevée.
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Cing cas de transmission familiale ont été identifiés, impliquant 2 a 5 membres par
foyer (Fig. 13). A I'exception de la famille D, I'enfant le plus jeune du foyer, 4gé dans
chaque cas de moins d’un an, présentait le Ct le plus faible (< 29), donc la charge
génomique bactérienne la plus élevée. A l'inverse, dans les familles A et D dont les
autres enfants étaient plus agés (2-6 ans), ceux-ci présentaient les charges

bactériennes les plus faibles (Ct = 36).
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Figure 13 : Charge bactérienne estimée des patients dans les 5 foyers de
transmission familiale.

Les cercles gris figurent I'échelle de Ct de 'amplification gPCR de 1S481. La charge bactérienne est

inversement proportionnelle a la valeur du Ct de la qPCR.
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Isolement de B. pertussis en culture

L’obtention de colonies de B. pertussis sur milieu de Bordet-Gengou a partir des
échantillons positifs en PCR (qPCR") conservés a + 4°C a été possible dans prés
d'un tiers des cas (23 cultures positives pour 84 échantillons ensemencés, soit
27,4 %).

Le délai moyen de pousse permettant une identification par SM-MALDI-ToF sur
milieu de Bordet-Gengou avec céfalexine était de 6 j [5-8 j]. Aucun isolat
supplémentaire n’a été obtenu sur les géloses de Bordet-Gengou sans antibiotique,
celles-ci étant systématiquement contaminées au bout de 2 j par une trés abondante

flore commensale de type cutané et/ou nasopharyngé.

Les échantillons qPCR" dont la culture de B. pertussis était négative avaient une
charge en 1S481 significativement moindre que celle de ceux dont la culture était
positive (Fig. 14). En effet, les valeurs de Ct de qPCR étaient significativement plus
élevées pour les premiers : moyenne, 30 versus 22 pour les seconds, P < 1x10™.

Au total 83,6 % des cultures négatives concernaient des échantillons qPCR" de
Ct > 24. Six échantillons de Ct > 24 (dont deux, Ct 34 et 35) ont néanmoins produit
des colonies de B. pertussis viables. A l'inverse, 73,9 % (17 sur 23) des échantillons

qui ont produit les bactéries en culture présentaient des valeurs de Ct < 24.

[ 1

Valeurs de Ct

Figure 14 : Résultats de culture d’échantillons qPCR" selon la charge

génomique bactérienne.

La charge bactérienne est inversement proportionnelle a la valeur du Ct de la qPCR coqueluche.
Disques gris : valeur moyenne de Ct. Les boites figurent I'espace interquartile, la barre horizontale

indique la valeur médiane, les lignes verticales s’étendent de la valeur la plus faible a la plus élevée.
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L’origine géographique des échantillons pour lesquels nous avons pu obtenir un
isolat est présentée Figure 15. Si 15 sur 23 provenaient de la conurbation lilloise
(Roubaix, n = 7, Lille, n = 5 et Tourcoing, n = 3), les 8 autres avaient été recueillis
dans une vaste zone s’étendant de Calais (n = 3) a Sarreguemines (n = 1), en

passant par Arras (n = 1), Cambrai (n = 1), Commercy (n = 1) et Epinal (n = 1).
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Figure 15 : Origine géographique des isolats de Bordetella pertussis.

Cercles bleus de diamétre proportionnel au nombre d’isolats.

Sensibilité aux macrolides et apparentés

Les 23 isolats étaient sensibles a I'érythromycine et a I'azithromycine. Cependant, 5
d’entre eux (21,7 %) présentaient une CMI = 1 yg/ml de clindamycine, dont 3 une
CMI = 32 pg/ml (Fig. 16). Cette résistance était hétérogéne, avec une zone
d’'inhibition nette évoquant une population sensible et une repousse fine mais

abondante de colonies a l'intérieur de cette méme zone.

63



Nombre d'isolats

~

()

Erythromycine Azithromycine Clindamycine

b- |
0.008 0.015 0.03

5.0
25
i l l |
0 | 11 | | ‘w
08 0.015 0.03 006 0.12 003 006 012 025 05 1 2

S
0
3 006 012 025 0.0C 0.008 0.015

CMI (ug/ml)

Figure 16 : Sensibilité aux macrolides et lincosamides des isolats de I’étude.

Evaluation de la diversité des isolats par SM-MALDI-ToF

Bien que congu pour identifier des especes bactériennes, le systeme de
diagnostic  SM-MT Bruker-Biotyper propose aussi un outil d’investigation
épidémiologique intra-spécifique rapide par comparaison des spectres obtenus lors
de lidentification. Un programme évalue le degré de similarité spectrale d’isolats
d'une méme espéece, présenté sous forme d'une matrice de distance ou d’un
dendrogramme. Nous I'avons utilisé pour comparer les 23 isolats cliniques issus de
la 1" partie de ce travail, en leur adjoignant une souche historique de référence de
B. pertussis (ATCC 9797) et un isolat clinique de B. bronchiseptica. Comme attendu,
le spectre de ce dernier était suffisamment distinct de tous les autres pour le situer
hors-groupe et permettre d’enraciner ainsi le dendrogramme (Fig. 17). Plus
étonnamment, la souche de référence ATCC 9797 était trés éloignée de I'ensemble
des isolats cliniques de notre étude (Fig. 17). Selon les critéres proposés par le
fabricant, ceux-ci (23/23) formaient un groupe ou cluster unique, trées homogéene pour
18 d’entre eux, indifférenciables par cette technique (Fig. 17, isolats 1069 a 1079, de
haut en bas). Les 5 isolats restants du cluster présentaient une moindre similarité
spectrale (plus grande « distance évolutive »), en particulier Iisolat 1138, le plus
distant (Fig. 17).
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B. pertussis ATCC

B. pertussis 1138

B. pertussis 1186
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B. pertussis 3817

B. pertussis 1939

B. pertussis 1069

B. pertussis 4429
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B. pertussis 0146

B. pertussis 1064

B. pertussis 0980

“  B. pertussis 1078
B. pertussis 0417

B. pertussis 0650

B. pertussis 1100

B. pertussis 0891

B. pertussis 0149

B. pertussis 0776

B. pertussis 0030

B. pertussis 6993

B. pertussis 1058

B. pertussis 0569
Distance évolutive [; — e o e e e e e o e - L _______ T_ B. pertussis 1079

Figure 17 : Dendrogramme évolutif déduit des données de spectrométrie de
masse-MALDI-ToF.

Cartouche orange: isolats cliniques de [I'étude. Cartouche rouge: espéce hors-groupe
B. bronchiseptica LOG720. Cartouche noire : souche de référence B. pertussis CIP 63.1/ATCC 9797.
Distance évolutive exprimée en unités relatives arbitraires. Comparaison et dendrogramme réalisés

par le logiciel MBT Compass (Biotyper).
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Evaluation de la diversité des isolats par IR-TF

Bien que [l'appareil utilisé produise un spectre d’absorbance infrarouge de
'ensemble des liaisons chimiques des composants de surface des bactéries entiéres
(Fig. 18), seules les données spécifiques aux liaisons C-O des polysaccharides (en

violet, Fig. 18) sont a ce jour exploitées pour 'analyse épidémiologique.
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Figure 18 : Spectre d’absorbance infrarouge bactérien obtenu par

spectrométrie IR-TF.

Les fenétres spectrales correspondent aux longueurs d’onde de la région des (i) lipides (3 000-2 800
cm'1) ; (i) protéines/peptides (1 800-1 500 cm'1) et (iii) polysaccharides (1 200-900 cm'1). Adapté de
Novais et al., Eur J Clin Microbiol Infect Dis., 2019.

Le systéme n’ayant jamais été utilisé a partir d’'un milieu a I'amidon et pour des
bactéries a croissance aussi lente et fastidieuse que B. pertussis, nous l'avons

évalué en deux temps :

1. Evaluation préliminaire de la technique pour discriminer des espéces
différentes.
Chaque espéce testée apparaissait distincte et indépendante des autres,
B. parapertussis, B. holmesii et B. bronchiseptica étant les espéces les plus proches
du groupe des isolats de B. pertussis contenant les isolats cliniques et la souche
ATCC 9797 (Fig. 19).
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Figure 19 : Diagramme de dispersion des spectres infrarouges des isolats de 7

espeéces de Bordetella.
Chaque point correspond a une mesure, chaque isolat étant étudié par 3 mesures indépendantes

(dépots en triplicat). Les distances relatives ont été déterminées par le logiciel IR Biotyper.

2. Diversité des isolats cliniques et de la souche de référence CIP 63.1 -
ATCC 9797.
L’unique expérience que nous avons pu réaliser au CHU d’Amiens a permis d’obtenir
des spectres exploitables pour 21 des 23 isolats de B. pertussis de I'étude. L’analyse
des données spectrales entre 1 300 et 800 cm™ indique qu’a I'exception d’un isolat
apparemment indépendant (1138, Fig. 20, cartouche rouge), tous les isolats
cliniques étaient regroupés dans un unique cluster (Fig. 20, cartouche orange), en

revanche trés distant de la souche-type de référence.
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Figure 20 : Dendrogramme évolutif déduit des données de spectrométrie IR-TF.

Cartouches orange ou rouge : isolats cliniques de I'étude. Cartouche noire : souche de référence
B. pertussis CIP 63.1 - ATCC 9797. Distance évolutive exprimée en unités relatives. Ligne verticale
bleue : valeur seuil arbitraire d’interprétation. Comparaison et dendrogramme réalisés par le logiciel
IR Biotyper (version 2.1.0.195).
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Discussion et perspectives

Intérét et faisabilité de cultiver B. pertussis XXI° siécle. Le premier objectif de
ce travail était de confirmer la possibilité déja évaluée par un travail fondateur
(Vestrheim et al., 2012), de cultiver B. pertussis a partir d’échantillons destinés au
diagnostic moléculaire et conservés jusqu’a obtention d’un résultat positif de PCR.
Notre préoccupation étant d’obtenir des isolats représentatifs des cas de coqueluche
de notre population sans disposer d’échantillons dédiés a la culture, nous nous
sommes placés dans la routine de notre laboratoire apres I'étape du diagnostic par
PCR, avec un délai de mise en culture qui pouvait aller de 24 h a 6 j apres le
prélevement (dont au moins 18 h a + 4°C). Nous avons obtenu un rendement de
culture légérement supérieur a celui de Vestrheim et al. (27,4 % vs 20,2 %),
possiblement grace a l'utilisation de milieux de Bordet-Gengou fraichement produits
dans notre préparatoire et utilisés extemporanément.

Comme ces auteurs, nous avons constaté que lorsque la charge bactérienne
(estimée par la valeur de Ct de PCR 1S487) était faible (Ct > 24), le rendement de la
culture chutait fortement. Nous n’adhérons cependant pas complétement a leur
recommandation de ne cultiver que les échantillons pour lesquels Ct < 24. Ainsi, un
quart des isolats que nous avons pu obtenir provenaient d’échantillons de Ct > 24.
Au vu du faible taux de succés de la PCR coqueluche en routine diagnostique, ou
seuls 5 a 12 % des échantillons sont positifs (Schmidt-Schlapfer et al., 1997) (Farrell
et al., 1999), il parait raisonnable pour un laboratoire qui maintiendrait une activité de
culture d’ensemencer tous les échantillons PCR 1S4871%, s’assurant ainsi de la
représentativité épidémiologique satisfaisante de la population d’isolats obtenus.
Pour exemple de cette représentativité, nous disposons d’isolats de 3 des 5 clusters
de coqueluche intrafamiliale que nous avons détectés au cours des 16 mois de
I'étude. Dans chacune des familles, les membres testés ont tous été diagnostiqués
par PCR 1S481", avec Ct élevé pour les sujets anciennement vaccinés (adultes ou
grands enfants n’ayant pas regus de rappel), et Ct faible chez les plus jeunes enfants
de chaque foyer, agés de moins d’'un an dans chaque cas (Fig. 13). La charge
bactérienne étant plus forte chez ces derniers, leurs échantillons ont produit des
bactéries en culture dans la plupart des cas.

Disposer de ce type de souche est essentiel pour la surveillance des épidémies dont
on sait qu’elles se déclenchent principalement dans le contexte familial (Mertsola et
al., 1990) (Raymond et al., 2007) (de Greeff et al., 2010).
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Sensibilité aux antibiotiques des isolats obtenus. Alors que la résistance aux
macrolides, famille de référence de I'antibiothérapie de la coqueluche, a émergé et
semble prévalente dans certaines régions du monde (Li et al., 2019) (Yao et al.,
2020), elle n’était pas présente chez nos isolats. En revanche, nous avons observé
dans 3 cas une résistance hétérogéne non encore décrite a la clindamycine, qui n’est
pas de la classe des macrolides, mais agit sur la méme cible ribosomique dans la
sous-unité 50S que ces derniers. Une résistance hétérogéne ayant été décrite pour
'azithromycine (Wilson et al., 2002), il serait intéressant d’étudier ces isolats, par

exemple a la recherche d’'un mécanisme d’efflux touchant les lincosamides.

Application de deux techniques spectrométriques a I'étude épidémiologique

des isolats de B. pertussis.

- SM-MT. La capacité de la SM-MT a différencier les espéces est aujourd’hui
plébiscitée par son usage généralisé en microbiologie médicale, a I'aide de systemes
informatisés congus pour le diagnostic in vitro. Plus récemment, des travaux ont
montré l'intérét de la technique pour différencier des isolats au sein d'une méme
espece (Murray, 2010) (Mansson et al., 2018) (Rahi & Vaishampayan, 2020). Il s’agit
cependant dans la plupart des cas d’utilisation d’équipement de SM-MT dont les
réglages analytiques ne sont pas ceux de la routine diagnostique (Rothen et al.,
2020), excluant son utilisation hors du cadre de la recherche. Un outil d’'investigation
épidémiologique étant néanmoins fourni par le fabricant depuis 2019, nous I'avons
testé sur nos isolats. Nous avons malheureusement constaté que nos isolats
présentaient trop peu de variations spectrales pour étre différenciés. Cependant, la
méthode permettait de facon reproductible de séparer trés clairement la souche
historique de B. pertussis que nous avions incluse comme contréle. Ce résultat
suggere que, (i) on ne peut exclure une proximité phylogénétique des isolats de
I'étude, en raison notamment de leur origine géographique et temporelle commune,
(i) comme supposé depuis longtemps (Caro et al., 2008), les souches historiques de
référence (et plus 60 ans de subculture) sont tres différentes des isolats circulants,
(i) en affinant la technique d’analyse, par sélection de pics spectrométriques
particuliers par exemple, I'approche épidémiologique SM-MT pourrait tout de méme

avoir un intérét de typage rapide dans le contexte de la coqueluche.
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- IR-TF. A notre connaissance, cette technique n’avait jamais encore été
appliquée a I'épidémiologie de la coqueluche, bien qu’il existe une littérature assez
abondante sur I'utilisation en recherche de I'IR-TF pour analyser la composition des
polysaccharides produits par B. pertussis, principalement dans le domaine des
biofilms que la bactérie est capable de former (Bosch et al., 2006) (Serra et al., 2008)
(Cattelan et al., 2017).

Par cette méthode de typage bien plus éprouvée que la SM-MT (Martak et al., 2019)
(Burckhardt et al., 2019) (Hu et al., 2020) nous avons observé une faible diversité de
22 des 23 isolats de [l'étude, renforgant I'hypothése d’une étroite proximité
phylogénétique. L’isolat 1138 était a l'inverse individualisé sans ambiguité y compris
en imposant une valeur seuil d’interprétation basse (< 0.16, Fig. 20), et sa distance
évolutive au groupe principal était méme plus grande que celle de la souche
historique CIP 63.1 - ATCC 9797. S’agissant du plus ancien isolat de notre travail
(novembre 2017), son génotypage et celui d’au moins un isolat plus récent du
groupe principal devrait permettre de confirmer ce résultat.

La présence d’amidon dans le milieu de culture n’a apparemment pas affecté
'analyse. Il serait toutefois intéressant de comparer les résultats obtenus a partir de
colonies sur gélose de Regan-Lowe (i.e., sans amidon) afin de mettre en évidence
une éventuelle interférence de la présence du polysaccharide dans I'absorbance
entre 1 300 et 800 cm™.

Nous ne pouvons encore a ce stade valider l'outil épidémiologique IR-TF pour
B. pertussis, faute de connaitre le degré de diversité génomique des isolats cliniques
de I'étude, mais la dissemblance entre le cluster principal de nos isolats et la souche
historique de référence d’'une part, I'isolat 1138 d’autre part, nous incite a penser que
les différences notables peuvent étre mises en évidence par cette technique simple
et peu codteuse.

Il nous semble donc important de poursuivre I'’évaluation SM-MT et surtout IR-TF en
y adjoignant des isolats d'origine géographique variée, en particulier asiatiques.
Leurs caractéristiques phénotypiques (e.g., résistance aux macrolides) et
génotypiques (e.g., ptxP) semblent en effet différentes (Li et al., 2019) (Yao et al.,
2020) de celles des isolats européens, et la différenciation en SM-MT et en IR-TF
pourraient étre possible a l'instar de ce que nous avons observé avec la souche
historique CIP 63.1 - ATCC 9797 et l'isolat 1138 de I'étude. Néanmoins, I'obtention
de données génomique fiables (whole genome sequencing, WGS ou, a minima,

typage multilocus MLST ou r-MLST) sera cruciale pour valider ces deux méthodes.
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Enfin, notre travail gagnerait a étre complété par une approche qui sort
malheureusement du contexte de la routine diagnostique, qui est I'étude de
'expression des principaux facteurs de virulence des isolats recueillis. Nous
pourrions ainsi évaluer leur diversité par rapport a ceux des souches historiques et
contemporaines, et surtout leur adéquation avec la composition des vaccins
disponibles. Des données de séquengage géenomique ou plus simplement de
PCR/séquencage pour chacun d’entre eux sont requises dans cette perspective,

avant d’envisager des approches immunologiques de type Western blot par exemple.
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Conclusion

Comme toute maladie infectieuse épidémique pouvant étre prévenue par la
vaccination, la coqueluche nous confronte a deux impératifs interdépendants :
disposer (i) de diagnostics rapides, sensibles et spécifiques, (ii) de moyens de
surveillance de l'agent infectieux pour détecter ses variations de virulence,

d'immunogénicité et de réponse au traitement.

En 2021, l'objectif diagnostic est atteint, au moins dans la phase aigué de
I'infection, par des tests PCR sensibles et spécifiques. En revanche, quelle que soit
'approche envisagée pour satisfaire au second impératif, il reste indispensable de
disposer d’échantillons bactériens vivants représentatifs des souches circulantes de

B. pertussis.

Nous souhaitons donc que ce travail puisse contribuer a un regain d’intérét pour la
culture de cet important pathogéne dans les laboratoires de bactériologie médicale.
La validation et I'affinement de techniques de typage rapides et faciles a mettre en
ceuvre comme la SM-MT ou I'IR-TF permettraient ensuite de limiter et simplifier les
confirmations génomiques et les analyses d’expression des facteurs de virulence

et/ou d'immunogénicité.

La prise en charge et la prévention de la coqueluche ainsi que I'évaluation de

I'efficacité des vaccins actuels et a venir en bénéficieraient a coup sdr.
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