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Résumé — Chez le porc la technique de lavage trachéobronchique est actuellement limitée a la re-
cherche. Les méthodes décrites utilisent une sonde introduite par voie orale ou intratrachéale chez
des animaux anesthésiés. Ces procédés sont difficiles & mettre en ceuvre et les risques de mortalité
en cours d'anesthesie ne sont pas négligeables. Un essai de préléevement chez des porcs vivants
non anesthésiés a été entrepris en introduisant une sonde par voie nasale. L'analyse des préléve-
ments a permis de metire en évidence a l'aide d'une sonde nucléique non radioactive la présence
de Mycoplasma hyopneumoniae, I'un des contaminants majeurs du poumon de porc. Cette techni-
que de prélévement n'entraine pas de traumatisme chez I'animal et pourrait se révéler intéressante
pour I'étude de certains contaminants de la flore microbienne des voies respiratoires profondes.

lavage trachéobronchique / porc / Mycoplasma hyopneumoniae / sonde nucléique

Summary — Tracheobronchial lavage for the detection of Mycoplasma hyopneumoniae in liv-
ing non-anaesthetized swine. Tracheobronchial lavage has proven useful to research. The tech-
nique has been performed in anaesthetized swine using a catheter introduced by oral or intratra-
cheal routes. The risk of mortality during anaesthesia is not negligible. In our trial, tracheobronchial
lavages were realized after introducing a catheter into the lung via the nasal route. The analysis of
the tracheobronchial fluid samples using a nonradioactive DNA-specific probe showed the presence
of Mycoplasma hyopneumoniae, one of the major contaminants of swine lungs. This technique does
not cause any traumatism to the animal and should be an interesting method for the study of some
contaminants of the lower respiratory tract.

tracheobronchial lavage / swine /Mycoplasma hyopneumoniae / DNA probe

* Correspondance et tirés & part.
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INTRODUCTION

Les lavages trachéobronchiques sont cou-
ramment employés en médecine humaine
(Avril et al, 1991; Bergogne-Berezin,
1988 ; Chastre et al, 1990 ; Meduri et
Baselski, 1991) et sont utilisés également
chez les bovins (Allen et al, 1992;
Khadom et al, 1985; Espinasse et al,
1991 ; Viso et al, 1983 ; Zundel et al,
1985) et chez le cheval (Sweeney et al,
1992). Les prélévements obtenus servent
de support, selon les cas, a des re-
cherches cytologiques, biochimiques ou
bactériologiques.

Chez les porcs ['utilisation de la techni-
que de lavage trachéobronchique est a
I'heure actuelle essentiellement limitée a la
recherche, une sonde trachéale étant in-
troduite par voie orale chez des animaux
anesthésiés (Charley et al, 1980 ; Ganter
et al, 1900 ; Neumann et al, 1984, 1985 ;
Neumann, 1986 ; Van Leengoed et Kamp,
1989a, b). Une technique de sondage par
voie intratrachéale a toutefois été em-
ployée dans certains élevages en Belgi-
que {Cassimon, communication person-
nelle). Ces méthodes sont assez lourdes
et le risque de mortalité des animaux en
cours d'anesthésie n'est pas négligeable.

Afin d'effectuer des prélevements tra-
chéo-bronchiques tout en évitant d'anes-
thésier les animaux, nous avons essayé
d'utiliser chez le porc une voie d'accés par-
fois employée chez I'homme pour les in-
vestigations broncho-fibroscopiques : la
voie transnasale.

La présence de Mycoplasma hyopneu-
moniae, l'un des contaminants majeurs
des voies respiratoires profondes du porc,
a été recherchée dans les prélévements
ainsi recueillis. Cette recherche a été ef-
fectuée a l'aide de la technique d'hybrida-
tion moléculaire qui est actueliement l'une

des techniques les plus rapides et sen-
sibles pour détecter les mycoplasmes.

Mycoplasma hyopneumoniae est I'agent
responsable de la pneumonie enzootique
du porc. Il peut étre isolé du mucus tra-
chéal et bronchique de porcs infectés. En
diagnostic sa détection est réalisée a partir
d'animaux morts par le test dépi-
immunofluorescence directe (ce procédé
peut également étre employé sous sa
forme indirecte). Cette technique permet
de révéler M hyopneumoniae au niveau de
I'épithélium bronchique sur coupe conge-
Iée de poumon (Kobisch et al, 1978). Ce
test posséde cependant linconvénient de
nécessiter le sacrifice d'un ou plusieurs
animaux pour pouvoir étre réalisé.

Le diagnostic sérologique, consistant a
mettre en évidence dans le sérum les anti-
corps produits en réponse a l'infection, est
réalisée par le test Elisa (Bruggmann et al,
1977 ; Nicolet et Paroz, 1980 ; Armstrong
et al, 1983 ; Feld et al, 1992). Cette der-
niere technique présente un certain
nombre d'avantages dont la rapidité et la
sensibilité. Son inconvénient, inhérent a
tout dépistage sérologique, est que la mise
en évidence des anticorps spécifiques
n'est possible qu'a partir de 2 a 4 sem
apres l'infection, laps de temps nécessaire
a leur apparition.

Dans la présente étude, une alternative
aux moyens actuels de diagnostic est pro-
posée, alternative qui ne présenterait pas
les inconvénients précédemment évoqués
(nécessité d'euthanasier des animaux, délai
entre l'infection et le diagnostic, difficulté et
durée de réalisation du test, colt...).

Le but de ce travail est de mettre en évi-
dence, dans des liquides de lavages tra-
chéobronchiques prélevés par voie trans-
nasale chez des porcs vivants, la présence
de M hyopneumoniae a l'aide d'une sonde
nucléique.
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MATERIEL ET METHODES

Animaux

Un porc EOPS (exempt d'organismes patho-
génes spécifiés) produit a la station de patholo-
gie porcine de Ploufragan (CNEVA-LCRAP,
France) a permis d'obtenir un échantillon témoin
négatif pour les expériences d'hybridations mo-
léculaires. Deux porcs infectés expérimentale-
ment par M hyopneumoniae ont permis d'obtenir
des témoins positifs. Les animaux ont été infec-
tés puis sacrifiés a la station de pathologie por-
cine de Ploufragan. Des lavages pulmonaires
(Abiven et al, 1992) ont été réalisés aprés le sa-
crifice.

Protocole expérimental

Etude sur animaux vivants

Chez les animaux du terrain, des ponctions san-
guines ont été réalisées sur 8 porcs charcutiers
de 40 a 60 kg provenant d'une porcherie d'en-
graissement olu des troubles respiratoires
avaient été notés au cours de visites d'élevage
hebdomadaires précédant I'étude.

Chacun des 8 animaux a subi un lavage tra-
chéobronchique comme décrit ci-aprés. Les li-
quides recueillis ont été congelés a —20°C avant
d'étre traités en vue de réaliser le test d'hybrida-
tion moléculaire.

Etude sur animaux euthanasiés

Les animaux ont été immédiatement euthana-
siés au laboratoire de développement et d'ana-
lyses des Cétes-d'Armor (France) et, une étude
des contaminants de ['élevage étant paralléle-
ment en cours, le bilan respiratoire suivant a eté
effectué sur chacun d'eux :

— recherche de lésions des cavités nasales, des
poumons ;

— recherches bactériologiques et mycoplasmi-
ques de M hyopneumoniae au niveau des pou-
mons, des contaminants bactériens des cavités
nasales et des poumons.
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Techniques utilisées

Prélevement
des sécrétions trachéobronchiques

La contention de chaque animal a été assurée
par un lasso placé le plus en arriére possible au-
tour de la machoire supérieure. L'autre extrémi-
té du lasso a été fixée en hauteur de fagon a ce
que l'encolure se trouve en extension modérée,
la téte devant rester dans l'axe du corps.

Un cathéter & dénudation en polyuréthane,
de 1 mm de diamétre intérieur, 1,5 m de dia-
meétre extérieur et 150 cm de longueur (Steriflex
ORX, code 165-15, Laboratoire Vygon, BP7
95440 Ecouen, France) a été utilisé pour le pré-
levement.

Aprés nettoyage de la partie rostrale du nez
a l'aide d'un coton imbibé de soluté physiologi-
que, le cathéter a été introduit le long de la cloi-
son nasale et poussé au cours d'une inspiration
de l'animal. II a ensuite été enfoncé dans la tra-
chée. Le passage du carrefour trachéobronchi-
que a été marqué par une toux assez forte.
Apres cette toux, le cathéter a été introduit de
quelques centimétres supplémentaires puis, a
l'aide d'une seringue stérile, 10 a 20 ml de solu-
té physiologique ont été injectés et immédiate-
ment réaspirés. Le cathéter a alors été retiré et
le liquide de lavage transvasé dans un tube sté-
rile. L'ensemble de la manipulation a duré une
quinzaine de minutes par animal.

Technique d’'hybridation moléculaire

Les liquides de lavages pulmonaires (environ 1
a 4 ml) ont été centrifugés a 10 000 x g. Le culot
a été repris dans 500 ul de tampon TE (Tris 10
mM pH 8,0, EDTA 1 mM). La suspension a été
additionnée de SDS (0,1%) et de protéinase K
(0,5 mg/ml final) puis elle a été placée au bain-
marie a 37°C pendant 2 h. Trois extractions (v/v)
ont ensuite été réalisées, la premiére au phénol,
la deuxieme au phénol-chloroforme, la troisieme
au chioroforme. Les acides nucléiques ont été
précipités a I'éthanol. Le culot final a été séché
sous vide puis repris dans 20 pl de tampon TE.

Les échantillons (10 pl) ont été dénaturés en
présence de 100 mM de méthyl mercurate a
température ambiante pendant 10 min. lIs ont
ensuite été déposés sur membrane de nitrocel-
lulose (Hybond C extra, Amersham, France) a
l'aide d'une hybridot (hybridot manifold appara-
tus, BRL).
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La sonde nucléique utilisée était un fragment
d'ADN de M hyopneumoniae d'une taille de 1,65
kpb qui ne présentait pas d'homologies de sé-
quences avec les principaux micro-organismes
procaryotes isolés des voies respiratoires du
porc (Abiven et al, 1992). Ce fragment d'ADN a
été cloné dans la forme réplicative du phage
M13mp18 et marqué non radioactivement a
l'aide du kit «Dig DNA labeling and detection»
(Boehringer Mannheim, Allemagne).

lLa préhybridation et I'hybridation ont été réa-
listes & 42°C comme décrit par Bonnet et al
(1990). La sonde nucléique a éte utilisée a la
concentration de 50 ng par ml de tampon d'hy-
bridation. Aprés hybridation, les filtres ont éte
lavés 3 fois en tampon 2XSSC-1% SDS pen-
dant 15 min a température ambiante (1XSSC =
0,15 mM NaCl, 0,015 mM citrate de sodium)
puis 2 fois en 0,1XSSC-1%SDS pendant 30 min
a65°C.

Les hybrides ont été détectés par une mé-
thode immuno-enzymatique selon le protocole
joint au kit «Dig DNA labeling and detection»
(Boehringer Mannheim, Allemagne).

Recherche des agents microbiens

Les recherches bactériologiques ont été réali-
sées a partir du mucus des cavités nasales pro-
fondes et du tissu pulmonaire préférentiellement
lésé (Kobisch et al, 1984).

La détection de Mycoplasma hyopneumoniae
a été effectuée par le test dimmunofiuores-
cence direct sur coupe de tissu pulmonaire (Ko-
bisch et al, 1978).

Recherches sérologiques

La recherche d'anticorps dirigés contre M hyop-
neumoniae dans le sérum a été réalisée par une
technique Elisa utilisant comme antigéne les
protéines de M hyopneumoniae solubles dans le
tween 20 (Nicolet et Paroz, 1980).

RESULTATS

Prélevements trachéobronchiques

Le temps nécessaire a chaque préléeve-
ment était compris entre 5 et 20 min envi-
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ron, selon le degré de nervosité des ani-
maux. Lorsque le cathéter était introduit
sur une longueur d'environ 40 cm, l'animal
émettait une toux marquée, coincidant
avec le passage du carrefour trachéobron-
chique.

Pour un volume injecté de 10 a 20 mi
de solutton isotonique, la quantité de li-
quide recueillie s'est établie entre 1 et 4
ml, selon les prélevements. Sur aucun des
animaux prélevés au cours de cette expéri-
mentation, il n'a été observé de réaction in-
désirable majeure (mortalité, choc) ou mi-
neure (saignements) apres la manipulation.
Lors de l'autopsie des animaux de I'étude,
aucune lésion d'origine traumatique des
voies aériennes n'a été notée.

Recherche des mycoplasmes
par hybridations moléculaires

Les résultats d'hybridation entre la sonde
froide et les ADN extraits de lavages tra-
chéobronchiques sont présentés sur la fi-
gure 1.

Le témoin négatif est situé au puits n° 1
de la ligne A. Les témoins positifs ont été

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10N

A
B = s % A

C.ow&?«f@e

Fig 1. Les puitsn°2 a4 6 et 9 & 11 de la ligne A
correspondent aux 8 échantilions testés (respec-
tivement porcs n°s 338, 351, 360, 339, 430 et
porcs nos 424, 350, 435). Le témoin négatif est
situé au puits n° 1 de la ligne A, les témoins po-
sitifs aux puits n° 1 et 2 de la ligne B. Ligne C :
gamme de concentration d'ADN purifié de M
hyopneumoniae déposé a des quantités com-
prises entre 100 ng et 97 pg (dilution au 1/2 de
puits en puits).
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déposés en B1 et B2. Une gamme de
concentration d'ADN purifié de M hyopneu-
moniae permet d'apprécier la sensibilité du
test. Un signal d'hybridation a été obtenu
jusqu'a 0,78 ng (puits n° 8).

Les puits A2 a A6 et A9 a A11 ont regu
les échantilions correspondant aux 8
porcs.

Des signaux d'hybridation sont notés au
niveau des puits A4 et A10. De trés faibles
signaux sont également observés au ni-
veau des autres puits. Toutefois, compte
tenu d'un léger bruit de fond, au niveau du
témoin négatif (A1), ces derniers résultats
ne sont pas pris en considération.

Les deux échantilions positifs corres-
pondent aux animaux n° 360 et n° 350.

Recherche des mycoplasmes
par immunofiluorescence

La recherche de M hyopneumoniae par le
test d'IF s'est averée positive chez 2 porcs
sur 8 (n° 360 et n° 424).

Examens des organes

Tous les animaux ont présenté une atro-
phie plus ou moins marquée des cornets
nasaux.

Au niveau des poumons, 4 porcs ont
présenté des lésions d'hépatisation rouge
(n° 351) ou grise (n°s 360, 424, 435), tres
peu étendues.

Recherche de bactéries

Au total, 4 espéces bactériennes ont été
isolées :

— Pasteurella multocida (sur 4 porcs),
— Bordetella bronchiseptica (sur 7 porcs),

519

— Hemophilus parasuis (sur 3 porcs),
— Streptococcus suis type 4 {sur 4 porcs).

La plupart des isolements ont été réali-
sés a partir des cavités nasales. Des bac-
téries ont toutefois été isolées des pou-
mons de 3 animaux (porcs n°s 360, 339,
350 : B bronchiseptica ; porc n°s 350: P
multocida).

Recherches sérologiques

La recherche d'anticorps anti-M hyopneu-
moniae dans le sérum s'est avérée néga-
tive chez les 8 animaux.

DISCUSSION

La technique de prélevement originale dé-
crite ici présente plusieurs avantages : re-
lativement simple a mettre en osuvre, peu
colteuse, elle peut étre réalisée en éle-
vage par une personne seule, sur des ani-
maux vivants non anesthésiés. L'absence
de Iésions traumatiques constatée a l'au-
topsie sur ces animaux de méme que l'ab-
sence d'effets secondaires observés chez
des porcs prélevés en élevages (données
non publiées) semble démontrer l'innocuité
de cette technique méme si le risque d'une
contamination des voies aériennes pro-
fondes, a l'occasion des prélevements, n'a
pas été évalué.

La recherche de Mycoplasma hyopneu-
moniae chez des porcs provenant d'un éle-
vage naisseur-engraisseur classique, ef-
fectuée parallelement par hybridation
moléculaire dans les liquides de lavages
trachéobronchiques et par immunofluores-
cence sur coupe congelée de tissu pulmo-
naire, a conduit & des résultats concor-
dants pour 6 porcs sur 8. Pour 5 porcs, les
2 tests de détection (hybridation et IF)
étaient négatifs. Pour un porc (n° 360), les
2 tests étaient positifs. Un porc (n° 350)
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etait positif en hybridation et négatif en IF.
Le dernier porc (424) était négatif en hybri-
dation et positif en IF. Cette divergence
pourrait étre due au fait que les quantités
d'ADN extraites des liquides de lavage pul-
monaire étaient insuffisantes pour étre dé-
tectées par la sonde froide (Abiven et al,
1992).

La speécificité de la sonde nucléique utili-
sée dans le test d'hybridation a été vérifiée
a plusieurs reprises (Abiven et al, 1992) et
peut étre considérée comme trés satisfai-
sante. On peut donc penser que ['échan-
tillon faiblement positif (350) correspond &
une infection réelle par M hyopneumoniae
non détectée par I'lF.

Le fait que les signaux d'hybridation
étaient faibles signifie que le mycoplasme
n'était vraisemblablement pas présent en
grandes quantités dans le liquide de la-
vage trachéobronchique. La détection du
mycoplasme en |'absence d'anticorps spé-
cifiques dans le sérum semble dailleurs
traduire une infection récente des porcs
etudiés. L'euthanasie des animaux a rendu
impossible la réalisation d'un test sérologi-
que ultérieur, test qui aurait permis de véri-
fier cette hypothése.

Au niveau des cavités nasales, tous les
animaux ont présenté une atrophie plus ou
moins marquée des volutes et ont été trou-
vés porteurs de Bordetella bronchiseptica
(pour 7 d'entre eux) et/ou de Pasteureila
multocida (pour 4 d'entre eux). Ces deux
bactéries (en particulier ia seconde) sont
considérées comme les principaux agents
responsables de la rhinite atrophique du
porc (de Jong, 1980 ; Pijoan, 1986).

Au niveau des poumons, en revanche,
seuls 3 animaux ont été trouvés porteurs
d'organismes pathogenes, le n° 360 (B
bronchiseptica), le n° 350 (B bronchisepti-
ca + P multocida) et le n° 339 (B bronchi-
septica).

Il est a noter que, mis a part pour l'ani-
mal n° 351, sur lequel a été détecté un

petit foyer d'hépatisation rouge, les résul-
tats de l'autopsie concordent avec ceux de
la recherche des bactéries ou des myco-
plasmes, la mise en évidence de l'un ou
l'autre de ceux-ci au niveau des poumons
correspondant & une observation de Ié-
sions pulmonaires.

L'expérimentation rapportée ici est un
premier essai d'application pratique d'une
technique originale de préléevement (la-
vage trachéo-bronchique par voie transna-
sale chez des porcs vivants, non anesthé-
siés) couplée a une technique d'analyse
sensible et rapide (détection de Mycoplas-
ma hyopneumoniae a l'aide d'une sonde
nucléique).

La méthode de prélevement décrite
pourrait a l'avenir faire partie des techni-
ques de choix pour la détection de fa mi-
croflore pulmonaire chez le porc (myco-
plasmes, virus, bactéries) au méme titre
que l'aspiration transtrachéale dans l'es-
péce bovine. Elle est actuellement la seule
a notre connaissance susceptible de per-
mettre la mise en évidence de Mycoplas-
ma hyopneumoniae chez les animaux vi-
vants non anesthésiés.

L'étude ayant été menée sur 8 animaux,
les résuitats obtenus restent a confirmer
mais ils apparaissent trés encourageants.

Mycoplasma hyopneumoniae peut étre
détecté par hybridation ADN-ADN dans des
prélevements trachéobronchiques effectués
sur des porcs vivants et non anesthésiés.

Cette technique pourrait s'avérer plus
sensible et plus facile a utiliser que l'immu-
no-fluorescence, considérée comme la
technique de référence dans les labora-
toires de diagnostic. Ce gain de sensibilité
eventuel (qui est a confirmer sur un échan-
tillon plus important) reste cependant dé-
pendant de la fiabilité de la méthode de
prélevement des échantillons, fiabilité qui
doit pouvoir étre améliorée.

Compte tenu de ces premiers résultats,
il sera intéressant de mener une étude si-



Lavage trachéobronchique chez le porc non anesthesié

milaire sur un plus grand nombre dani-
maux, provenant d'élevages a forte proba-
bilité d'infection par Mycoplasma hyopneu-
moniae.

La sensibilité de cette méthode, si elle
s'avérait insuffisante, pourrait encore étre
ameliorée par Futilisation de la technique
PCR (polymerase chain reaction) (Harasa-
wa et al, 1991 ; Blanchard, communication
personnelle).
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