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Glossaire :

Reprend les définitions des termes suivis d 'un astérisque *.

Adhésine : Pour la liste des principales adhésines colibacillaires connues, cf. tableau 9.
AEEC* (Attaching and Effacing E. coli) : E. coli induisant des lésions
d’attachement/effacement.  Pathovar* capable d’induire des lésions de type
attachement/effacement sur culture cellulaire et/ou in vivo. Cette propriété est liée a la
présence de I’Tlot de pathogénicité* LEE, et notamment du gene eae.

Anthropozoonose : « Maladie transmissible, commune a I’animal et a I’homme »,
Dictionnaire Hachette Edition Illustrée 2007.

APEC (Avian Pathogen E. coli) : E. coli pathogenes pour les oiseaux. Pathovar* isolé chez
des oiseaux présentant des septicemies.

BHIB (Brain Heart Infusion Broth) : Bouillon d’infusion de coeur et de cerveau. Milieu de
culture a base de cellules de cerveau et de ceceur, souvent utiliser pour cultiver des germes a
croissance difficile (streptocoques, pneumocoques, méningocoques, ...).

BPW (Buffered Peptone Water) : Eau peptonnée tamponnée. Milieu d'enrichissement non
spécifique. Utilisé ici pour mettre en suspension des prélévements (feces, compresses) ou des
colonies isolées. On y ajoute souvent des antibiotiques pour le rendre sélectif.

CBI (communauté bactérienne intra-cellulaire) : Terme employé par ANDERSON et al. [3]
pour décrire le comprtement de certaines souches UPEC* dans la véssie de leur hétes. Ces
derniers ont remarqué que certaines souches UPEC ont acquis la capacité a pénétrer dans les
cellules épitheéliales superficielles de vessie de souris, formant ainsi des CBI, aux propriétés
proches des biofilms. Ce biofilm intra-cellulaire permet aux bactéries d’échapper a la réponse
immunitaire de I’hote, et de former ainsi un réservoir dormant de pathogénes dans la vessie.
L’émergence de bactérie a partir de ce réservoir expliquerait la récurrence des infections
urinaires observée.

Cefixime : Anti-infectieux de la classe des céphalosporines de troisieme génération, active
contre les Gram+.

Cefsulodine : Anti-infectieux de la classe des céphalosporines de troisieme génération, active
contre les Gram+.

Cellules Vero : Lignée de culture de cellules vésicale VERO¥*, retrouvées chez le singe Vert
Cercopithecus Aethiops. Ces cellules sont utilisées notamment pour la recherche d’effet
cytotoxiques par les souches VTEC*, EHEC*, pEHEC* et STEC*.

Cellules Hep-2 : Lignée cellulaire d’origine tumorale, immortalisée en culture.

Cellules HeLa: Lignée cellulaire provenant du cancer utérin d'une patiente américaine,
Henrietta Lacks — morte en 1951 — qui lui a donné son nom (a partir des deux premiéeres
lettres de ses prénom et nom).

CNF (Cytotoxic Necrotisis Factor) : Toxine bactérienne produite par certaines souches d'E.
coli (dites NecroToxinogenes, NTEC*). Ces toxines induisent I'apoptose de la cellule cible
par action sur son cytosquelette.

CT-RMAC (gélose de Mac Conkey* avec rhamnose, cefixime* et tellurite) : Milieu de
culture spécifique d’E. coli, supplémenté en rhamnose, souvent utilisé pour I’isolement des
souches d’E. coli de sérogroupe O26. L’utilisation du rhamnose fait virer le rouge neutre : les
bactéries le fermentant sont alors rouges. Les antibiotiques utilisés permettent d’inhiber la
flore d’arriere plan.

CT-SMAC (gélose SMAC* supplémentée en cefixime* et en tellurite potassique) :
Gélose SMAC* a laquelle on a ajouté deux antibactériens, la cefixime* et la tellurite. Les E.
coli O157:H7 sont souvent résistants a ces substances, a la différence de la majorité des autres
colibacilles.

Colistines : « bactériocines produites par E. coli ainsi que par quelques espéces et genre
proches » [86]. Leur implication dans la virulence des souches invasives a longtemps été
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susptectée, mais est démentie a I’heure actuelle ; leur réle dans I’émergence dans le tube
digestif des souches productrices par inhibition des E. coli commensales est suspecté [86].
DAEC (Diffusely Adhering E. coli) : E. coli a adhésion diffuse. Pathovar* extra-intestinal
défini par sa capacité a induire des profils d'adhésion diffuse sur cellules Hep-2*.

EAEC = EAQggEC* (EnteroAggregative E. coli) . E. coli entéroaggrégatifs. Pathovar*
supposé étre a I’origine de diarrhée, défini par sa capacité a induire des profils d'adhésion dits
« en briques empilées » sur cellules Hep-2*.

E. coli : abréviation utilisée pour Escherichia coli.

EHEC (EnteroHemorrhagic E. coli) : E. coli entérohémorragiques. Pathovar* intestinal,
défini par sa faculté a provoquer des colites hémorragiques chez I'homme.

EIEC (Enterolnvasive E. coli) : E. coli entéroinvasifs. Pathovar* induisant une diarrhée,
ayant acquis la capacité a envahir les cellules de I’épithélium intestinal.

Empreintes RAPD (random amplified polymorphic DNA) : La méthode des empreintes
génétiqgues RAPD permet, sur la base de la génétique moléculaire, la détermination de la
diversité génétique en comparant un petit nombre de séquences génomigues en provenance
par exemple de deux souches bactériennes. Le degré d’homologie entre les fragments d’ADN
amplifié permet de déterminer la proximité ou la distance entre les souches.

EPEC (EnteroPathogen E. coli): E. coli entéropathogenes. Pathovar* induisant une
diarrhée, défini par sa capacité a induire des adhésions localisées sur culture de cellules Hep-
2* (cellules intestinales).

ETEC (EnteroToxinogenic E. coli) : E. coli entérotoxinogénes. Pathovar* induisant une
diarrhée, défini par sa capacité & produire une ou plusieurs entérotoxines, thermostables ou
thermolabiles.

EXPEC (Extralntestinal Pathogenic E. coli) : E. coli extra-intestinaux. Pathovar* associé a
des symptdmes extra-intestinaux.

Gélose de Gassner : Milieu sélectif pour la détection d’entérobactéries pathogénes, contenant
de la peptone, de I’eau bleue, du jaune métachrome, du lactose et du chlorure de sodium.
Gélose de Mac Conkey : Milieu sélectif pour l'isolement des bacilles Gram-:  Salmonella
spp., Shigella spp., bactéries coliformes. Il contient des inhibiteurs de la flore Gram +: les sels
biliaires et le cristal violet. L'utilisation du lactose est révélée par le virage du rouge neutre :
les colonies fermentant le lactose sont rouges et entourées d'un halo opaque rouge, alors que
celles qui ne le fermentent pas sont jaunes ou incolores. Le lactose peut étre remplacé par du
sorbitol (gélose SMAC*) ou par du rhamnose (gélose RMAC*).

Hybridation sur empreinte de colonies (Colony Blot Hybridization) : Procédure
permettant la recherche de séquences génétiques connues, par hybridation avec des amorces
spécifiques de ces séquences. Les colonies testées sont mises en culture sur un milieu nutritif,
puis elles sont transférées sur une membrane solide. La lyse ultérieure des cellules permet la
fixation de ’ADN a la membrane. Apres traitement, on met la membrane en présence de
I’amorce du géne que I’on recherche. Cette amorce s hybride alors aux colonies possedant le
géne recherché. On révéle les colonies positives le plus souvent par révélation d’un marqueur
associé aux amorces utilisées.

116t de pathogénicité : Locus regroupant de nombreux génes impliqués dans la virulence des
souches porteuses. Les ilots de pathogénicité sont absents des souches non pathogénes. lls
dérivent d’eléments mobiles du génome (transposon, phages ou plasmide).

IMS (Immuno Séparation Magnétique) : Méthode d'isolement utilisée ici pour rechercher
des E. coli d'un sérogroupe particulier (0157 le plus souvent, 026, O111 parfois). Ce test est
basé sur les propriétés immunologiques des souches recherchées. On prépare des billes
magnétiques sur lesquelles on fixe des anticorps dirigés contre l'antigene O que l'on
recherche, puis on incube le prélevement testé dans un milieu contenant ces billes. Les
souches portant le sérotype recherché se fixent sur les billes. Ensuite on utilise les propriétés
magnétiques des billes pour les séparer du reste du prélevement testé. On met alors ces billes
en culture sur des milieux adaptés aux souches recherchées (des géloses CT-SMAC* pour E.
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coli 0157, des geloses CT-RMAC™* pour E. coli 026 par exemple).

ITU (Infection du Tractus urinaire) : Terme générique qui englobe notamment les cystites,
les pyélonéphrites et les glomérulonéphrites.

LAT (Latex Agglutination Test) : Test d'agglutination avec particules de latex. On fixe des
anticorps spécifiques de I'antigene O recherché; la mise en présence de cultures bactériennes
contenant des bactéries de sérogroupe recherché induit I'agglutination des billes de latex. Ce
test serait plus sensible et plus spécifique que les tests d'agglutination classiques.

Lésions AE (lésions d’attachement/effacment) : Modification morphologique de
I’épithélium intestinal suite a une infection par le pathovar AEEC, induite par I’adhésion de
ce pathovar sur I’épithémium, et qui aboutit a I’effacement des microvillosités (cf.
explications 29).

LB = Luria Bertani : cf. milieu de Luria Bertani.

mEC (milieu pour E. coli modifié) : Milieu de culture pour E. coli, avec du lactose et des
sels biliaires. Il est souvent utilisé pour isoler des E. coli O157 a partir de prélevements de
viande.

Meéthode VIDAS (Vitek Immunodiagnostic Analysis System) : Protocole permettant la
détection automatisée par immunofluorescence enzymatique de sérotypes bactérien
particuliers, souvent utilisé pour détecter des E. coli 0157 [1, protocole détaillé page 112].
Milieu de Luria Bertani (LB): Milieu nutritif non spécifique a base de tryptone, d’extrait de
levure, de chlorure de sodium et d’eau.

MUG (4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronide) : Réactif utilisé pour mettre en évidence une
activité B-glucuronidase.

NMEC (Neonatal Meningitis E. coli) : E. coli induisant des méningites néonatales.
Pathovar* isolé chez les nourrissons atteints de méningites.

Novobiocine* : Antibiotique dérivé de la Coumarine, qui agit par inhibition de la réplication
de 'ADN.

NTEC (NecroToxinogenic E. coli): E. coli nécrotoxinogenes. Pathovar* suppose, défini
par la production de nécrotoxines (cf. CNF*).

PAI (Pathogenicity Island) : cf. Tlot de pathogénicité.

Pathovar : Ensemble de souches bactériennes d'une méme espece, ayant un phénotype de
virulence commun (méme profil d’adhésion sur culture cellulaire, mémes symptémes
provoqués chez I’homme, ...).

PCR (Polymerase Chain Reaction) : Reaction de polymérisation en chaine. C'est une
technique d'amplification enzymatique qui permet a partir d'un fragment d’ADN, d'obtenir un
grand nombre (plusieurs millions) de copies identiques de ce méme fragment. Le processus
met en jeu une série de cycles en trois étapes : une étape de dénaturation de la structure
quaternaire de I'hélice d'’ADN (séparation des doubles brins), une étape de fixation des deux
amorces spécifiques du fragment a amplifier, une étape d'élongation (polymérisation d’ADN
par une polymérase résistante a la chaleur (TAQ polymérase) a partir des deux amorces
précédentes). La durée et la température de chaque étape sont choisies en fonction de la
composition de la séquence a amplifier (taux de G, C, T et A). On répéte ce cycle un certain
nombre de fois (en moyenne 35), puis on révele les fragments d'ADN amplifiés par
électrophorése : la migration se fait en fonction du poids des fragments d'ADN amplifiés. La
comparaison avec le poids des séquences recherchées permet de savoir si elles sont amplifiées
ou non.

pEHEC (EHEC* potentiel) : E. coli ayant un profil de virulence proche des EHEC* isolés
chez les patients humains, mais dont la pathogénicité pour I'nomme n'est pas prouvée, c’est a
dire  les souches isolées chez l'animal, dans les denrées d’origine animale, dans
I’environnement,..., proches des EHEC* isolés chez I'hnomme.

PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) : Electrophorése en champs pulsé: Technique de
séparation des molécules d'’ADN de haut poids moléculaire (15 -100 kb). « Au-dela de 20 kb,
la migration devient indépendante de la taille (le déplacement de ces molécules cyclindriques
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ayant toutes le méme diametre s'effectuant par “reptation™). L’emploi de deux champs
orthogonaux utilisés en alternance fait que les molécules d’ADN, qui mettent un certain temps
a s'orienter dans le sens du champ électrique, ne migrent que lorsque celle-ci est réalisée. Le
temps nécessaire a I’orientation est d’autant plus grand que la molécule d’ADN est longue »
[153].

Plasmide : Le tableau 11 reprend la liste des plasmides portés par des pathovars d’E. coli.
PTT (purpura thrombotique et thrombocytopénique) : Syndrome qui peut survenir suite a
une infection intestinale a EHEC*, et qui touche principalement les adultes. D’aprés le bilan
de I’Afssa sur les STEC [1]: « Ce syndrome se manifeste par une anémie hémolytique
microangiopathique, une thrombocytopénie, une fievre, des troubles neurologiques avec une
insuffisance rénale aigue. [...] Jusqu’a une époque récente, la maladie était presque toujours
fatale ». Les traitements mis en place actuellement permettent d’obtenir une évolution
favorable dans plus de la moitié des cas.

SHU (syndrome hémotytique et urémique) : Syndrome qui peut survenir suite a une colite
hémorragique due a des souches EHEC*, avec une prévalence de 2 & 7% chez les patients
atteints d’infection intestinale a E. coli O157:H7, voire 10% chez les enfants de moins de 10
ans et 10 a 20% chez les sujets agés [1]. Les patients atteints de SHU* développent
typiquement une anémie hémolytique (avec schizocytose), une thrombopénie et une
insuffisance rénale aigue. Le taux de mortalité en phase aiglie est actuellement inférieur a 5%,
et 5 a 10% des enfants atteints évoluent vers une insuffisance rénale chronique, pouvant
nécessiter une dialyse a vie ou une transplantation.

SMAC (sorbitol Mac Conkey agar) : Gélose de Mac Conkey* a laquelle on a rajouté du
sorbitol et un indicateur coloré, le rouge neutre, pour mettre en évidence sa fermentation .Les
colonies fermentant le sorbitol sont rouges, celles qui ne le fermentent pas sont jaunes ou
incolores.

STEC (Shiga-Toxin producing E. coli) : E. coli producteur de Shiga Toxines (cf. Stx).
Acronyme qui regroupe les souches d'E. coli capables de produire des Shiga Toxines, souvent
détectées par la présence de genes stx.

Stx (Shiga Toxine) : Toxine produite par les STEC*, les VTEC*, les EHEC* et les
pEHEC*. Deux classes existent, parmi lesquelles de nombreux variants sont décrits. Ces
toxines induisent la production de cytokines par les cellules intestinales, et leur apoptose par
inhibition de la synthése protéique.

Suppressive substractive hybridization : Technique de comparaison de deux génomes
bactériens proches, I’un ayant déja été entierement séquencé, et I’autre non. On utilise des
séquences d’ADN issues de la souche séquencée. On en fait des amorces, puis on réalise
I’hybridation de ces amorces sur les souches que I’on cherche & caractériser. Ensuite on
supprime les séquences homologues et on observe les séquences restantes. Cette technique
permet a la fois de déterminer le degré d’homologie entre les deux souches comparées, et de
mettre en évidence des séquences différentes portées par les souches a caractériser. Elle
présente I’avantage de permettre la comparaison de génomes non séquenceés.

Test de Sereny : Test permettant de mettre en évidence le pouvoir invasif d’une souche d’E.
coli par son instillation dans I’eil d’un cobayye : si la souche est invasive, une kérato-
conjonctivite est alors visible.

Toxines : Pour la liste des toxines sécrétées par les E. coli pathogenes, cf. tableau 10.

TSB (Triptical Soy Broth) : Bouillon de culture a base de soja et de triptical.

UPEC (UroPathogen E. coli) : E. coli uropathogénes. Pathovars* associés a des infections
du tractus urinaire (ITU*).

Vancomycine* : Antibiotique de la famille des glycopeptides, qui est actif contre les Gram+:
il inhibe la synthése de la paroi bactérienne.

VCA (Vero Cells Assay) : Epreuve de toxicité sur cellules Vero*. Ce test vise a rechercher
un effet cytotoxique sur un tapis de cellules Vero* en culture. On le réalise a partir du
surnageant de culture bactérienne a tester. L'effet est observé couramment aprés 24h. On peut
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augmenter la spécificité de ce test en lui ajoutant une étape de confirmation par inhibition de
la cytotoxicité du surnageant testé par I'ajout d'anticorps anti Shiga-Toxine (anti Stx1 et anti
Stx2).

Verotoxine : cf. Stx ou Shiga-toxine.

VTEC (VeroToxigenic E. coli) : E. coli verotoxinogénes. E. coli dont le surnageant des
cultures est capable d'induire la lyse de cellules Vero* en culture (cf. VCA*).

Zoonose : « Maladie des animaux vertebrés, transmissibles & I’homme », Dictionnaire
Hachette Edition Illustrée, 2007.
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Introduction

La contamination de I’homme par des souches bactériennes portées par les animaux
domestiques peut étre a I’origine de pathologies graves chez I’lhnomme. Cette contamination se
fait via la consommation de denrées d’origines animales souillées. Elle peut également se
faire par contact avec I’environnement, souillé par des animaux vivants (via les féces, le
fumier, le lisier) ou morts (via les effluents d’abattoirs).

Les effluents sont définis (Grand Larousse Universel 1997) comme « I’ensemble des
eaux usées, eaux de ruissellement et eaux superficielles qui sont évacuées par les égouts des
agglomérations » (pour les effluents urbains), ou comme « I’ensemble des rejets liquides
d’une industrie ».

Nous utiliserons ici le terme d’effluent d’origine animale pour faire référence aux eaux
souillées par des éléments en provenance d’animaux vivants (feces, urines, éléments cutanés
...) et d’animaux morts (effluents d’abattoirs, contenant notamment des eaux de lavage
souillées par du sang et des matiéres stercoraires). Ce terme englobe également les effluents
d’origine humaine, et notamment les eaux souillées par des excréments. De part leur nature,
ces effluents sont fortement chargés en bactéries, et notamment en Escherichia coli ou E. coli
ou colibacilles, bactéries commensales du tube digestif.

Certaines de ces bactéries sont pathogenes pour I’lhnomme ou pour I’animal, citons, entre
autres, Salmonella spp., Campylobacter spp., Yersinia spp., Listeria spp., et les colibacilles
pathogénes.

Ainsi, E. coli est une espece au sein de laquelle on retrouve a la fois des souches
commensales, colonisant les individus sains, et des souches ayant acquis des facteurs de
virulence. Ces derniéres sont capables d’induire différents signes cliniques, et sont regroupées
en pathovars*. Un pathovar* est défini comme un ensemble de souches ayant un phénotype
de virulence commun (méme profil d’adhésion sur culture cellulaire, mémes symptdmes
provoqués chez I’héte ...).

L’objectif de cette étude est de caractériser le portage par I’animal des E. coli
pathogénes. On cherche notamment a mieux connaitre les couples {animal — bactérie
pathogene} en présence, afin de mettre en place des outils de surveillance sanitaire pertinents
a I’abattoir et dans les ateliers de découpe. De plus, I’identification et la caractérisation des
facteurs de variation de I’excrétion de ces pathovars, ainsi que les périodes les plus a risque en
terme d’excrétion, permettra de mettre en place des mesures de prévention en élevage, pour
réduire la contamination de I’environnement et des denrées d’origine animale.

Nous définirons tout d’abord les différents pathovars* d’E. coli connus a ce jour
(ETEC*, EPEC*, EHEC*, EAQQEC*, EIEC* ; EXPEC* dont UPEC*, NMEC* et DAEC¥).
Ensuite nous présenterons les facteurs de virulence associés a ces pathovars*, en mettant
I’accent sur leurs différents supports génétiques. Enfin, nous detaillerons la répartition de ces
pathovars* chez les animaux domestiques et chez I’lhomme, en précisant pour chacun s’il est
transmissible a I’homme, si il y a un réservoir animal, et quels sont les risques de
contamination de I’homme par une source environnementale, souillée par des effluents
d’origine animale.

(*) Les termes suivis d 'un asterisque * sont définis dans le glossaire.
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Il.  Les Escherichia coli pathogenes

A. Les différents pathovars d’E. coli

Le centre national de référence (CNR) des E. coli et des Shigella définit deux catégories
de pathovars* pour E. coli [61], en se basant sur leur pathogénicité :
- les E. coli a I’origine de pathologies intestinales ;
- les E. coli a I’origine de pathologies extra intestinales.

Parmi les E. coli & I’origine de pathologies intestinales, principalement de diarrhées, le
CNR propose la classification suivante :

- les E. coli enterotoxinogenes, ETEC*, dont la pathogénicité est liée a la sécrétion de deux
types de toxine, une toxine thermostable ST et une thermolabile LT.

- les E. coli entéropathogenes, EPEC*, dont la pathogénicité est liée aux lésions
d’attachement/effacement (AE*), définies par un attachement de ces bactéries sur les cellules
intestinales, et par un effacement des microvillosités, consécutif a une altération du
cytosquelette.

- les E. coli entérohémorragiques, EHEC*, qui induisent des colites hémorragiques chez
I’homme, et qui, particulierement chez les enfants, peuvent se compliquer en syndrome
hémolytique et urémique SHU* (insuffisance rénale sévére pouvant nécessiter une dialyse ou
une transplantation rénale) et en purpura thrombotique et thrombocytopénique PTT* (troubles
nerveux associés). Ces affections peuvent étre mortelles.

Dans un rapport sur les E. coli qui provoguent des diarrhées [97], I’Organisation
Mondiale de la Santé ajoute une septieme classe : les E. coli attachant et effacant, AEEC*,
définis comme des E. coli qui s’attachent aux entérocytes et effacent les microvillosités, et qui
ne produisent pas toujours de verocytotoxine. Les EPEC* ne sont qu’un sous-type des
AEEC*.

- les E. coli entéroinvasifs, EIEC*, a I’origine de syndromes dysentériques, et dont la
pathogénicité est proche des Shigella. Ces E. coli ont acquis la capacité a envahir les cellules
épithéliales ce qui provoque des ulcérations de la muqueuse du gros intestin.

- les E. coli entéroaggrégatifs, EAggEC* (on retrouve parfois le sigle EAEC dans la
bibliographie) , caractérisés par un type d’adhésion aggrégative en « brique empilées », a
I’origine de nécroses du pdle apical des villosités avec cedeme inflammatoire et hémorragique
de la sous muqueuse.

- les E. coli a adhérence diffuse, DAEC¥*, qui ont acquis la capacité d’adhérer aux cellules
Hep-2* et qui paraissent uniformément dispersés sur toute la surface des cellules épithéliales.

Les E. coli a I’origine de pathologies intestinales ont en commun de se multiplier dans
I’intestin de leurs hétes. lls se retrouveront donc dans les féces et par la suite dans les
effluents qui drainent ces féces, a savoir :

- enélevage :
* les litieres, les fumiers et les lisiers ;
* les eaux de ruissellement des locaux d’élevage, les eaux de ruissellement des patures ;
* les eaux de lavage.
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- a l’abattoir :
* les litieres, fumiers et lisiers des parcs de stockage des locaux antemortem ;
* les matiéres stercoraires, définies comme le contenu du tube digestif des animaux
abattus et toutes les eaux de lavage des visceres digestifs ;
* les eaux de lavage.
- pour les effluents d’origine humaine :
* les eaux usées rejetées au tout-a-1’égout en vue d’étre traitées en station d’épuration ;
* les eaux des fosses septiques initialement étanches ;
* les eaux souillées qui s’écoulent librement (rare dans les pays développés, mais
monnaie courante dans les pays en voie de développement).

Les E. coli a I’origine de pathologies Extra Intestinales (EXPEC*) ont acquis la capacité
a dépasser les défenses immunitaires de leur hote, et a se propager dans I’organisme [64]. IIs
peuvent induire chez leurs hotes des infections du tractus urinaire (ITU) : on parle souvent
d’UPEC*, Urinary Pathogenic E. coli ; des méningites néonatales : on parle de NMEC¥*,
Neonatal Meningitis E. coli ;ou des septicémies [95]. Ils posent probléme autant en médecine
humaine, (notamment a cause des multiples résistances acquises portées le plus souvent par
des plasmides), qu’en médecine animale du fait des fortes pertes économiques induites,
notamment en filiére avicole.

Les facteurs de virulence des souches EXPEC* sont encore mal connus, ce qui
s’explique en partie par leur grande hétérogénéité. MAINIL dans sa synthése sur les E. coli
invasifs [86] rappelle que la colonisation de I’h6te se fait en 3 étapes :

- franchissement d’une muqueuse, digestive ou respiratoire ;

- dissémination dans I’organisme par voie sanguine, ce qui implique la survie de la bactérie
dans le sang ;

- colonisation d’un organe cible avec adhésion, internalisation et multiplication

intracellulaire.

Dans leur synthése sur I’épidémiologie moléculaire des EXPEC*, JOHNSON et al. [64]
rappellent que les principaux facteurs de virulence comprennent des adhésines et invasines;
des molécules qui permettent de persister chez I’hdte (des sidérophores pour la captation du
fer, des antigenes O, polysaccharides de surface pour contourner les défenses immunitaires) ;
des toxines (les CNF*1 notamment, facteurs cytotoxiques de nécrose, dont le rdle reste a
preciser...).

On retrouve des EXPEC* chez I’homme et chez I’animal. Les facteurs de virulence
sont-ils les mémes ? L animal est-il un réservoir pour I’lhnomme ?

L’objectif de cette partie est de préciser les espéces susceptibles de contaminer des

effluents par des E. coli pathogénes, afin de caractériser le danger et le risque pour I’lhnomme,
liés a leur présence dans ces effluents.
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B. Les caractéristiques de chaque pathovar

1. Concernant les souches ETEC

a) Les entérotoxines

Ces E. coli sont capables de produire des entérotoxines [61]. Dans leur synthése sur les
facteurs de virulence des souches d’E. coli gastro-intestinales, DEBROY ET MADDOX [28]
précisent que les entérotoxines sont classées en deux groupes : les entérotoxines stables a la
chaleur (heat-stable toxines, ou ST), et les entérotoxines sensibles a la chaleur (heat-labile

toxines, LT).

Les ST sont subdivisées a leur tour en STa, avec les variants STaH (isolés chez
I’homme) et STaP (isolés chez le porc) et en STb (isolés chez les porcs et les bovins).
Les LT sont subdivisées en LTH-1 (isolées chez I’lhomme), LTpl, isolées chez le porc, et LT-
Ila puis LT-11b. Cette classification repose sur des propriétés structurelles et fonctionnelles.
Les génes codant pour les entérotoxines sont le plus souvent codés sur des plasmides
transmissibles [126]. Ils peuvent également étre codés par des transposons [103].

Tableau 1: Quelques propriétés des entérotoxines des ETEC (d’aprées [103]).

Entérotoxine Variant Action Récepteur | Particularités
Hypersécrétion,
malabsorption par Isolée chez
LT-1 LTh-1, LTp-1 | stimulation du GM1 I’homme (LTh) et
systeme adénylate le porc (LTp)
cyclase
Hypersécrétion,
malabsorption par LTII-b : récepteur
LT-11 Ib‘TI et LTl imulation du GD1b absent chez
systeme adénylate I’homme
cyclase
STa-H et Sta-
P ; les 2 variants
sont retrouvées .
chez les ETEC* de Isolées chez des
Sta I’homme ; seul Male connue pGCc porcelets et des
STa-P est veaux.
retrouvée chez les
ETEC* d’origine
porcine et bovine
Sécrétion,
malabsorption par
ouverture de la
STb Aucun protéine G couplée | Inconnu
au canal calcique de
la membrane
plasmatique
EASTl,. . e Isolées chez des
Seule n’induit Hypersecrétion, -
as de malabsorption par souches EAGGEC™,
pas ae. alabsorption p pGCc ETEC*, EPEC* et
diarrhée ; Aucun stimulation du .
augmente la systéme guanylate- SUppose chez quelques
L, souches EHEC*
pathogéenicité cyclase
de LT
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Les toxines LT [126] sont proches de la toxine cholérique, tant dans leur structure, leur
antigénicité et leur mode d’action. Une fois sécrétées, elles induisent une accumulation
d’AMPc dans les cellules par activation de I’adénylate cyclase et la fixation irréversible au
ganglioside GM1 ; il en résulte I’excrétion de chlorure par les cellules épithéliales, et
I’inhibition de la réabsorption de NaCl, induisant une diarrhée par appel d’eau dans la lumiére
intestinale.

Les toxines ST [126] se fixent irréversiblement aux guanylates cyclases, entrainant une
augmentation des GMPc. Il en résulte également une augmentation de I’excrétion des
chlorures, et une diminution de la réabsorption des NaCl. Les ST sont également impliquées
dans le contréle de la prolifération cellulaire via I’augmentation des concentrations
intracellulaires de calcium.

b) Les facteurs d’adhésion

Par ailleurs, les études menées sur la caractérisation génétique des souches ETEC*
[101] ont permis de faire le lien entre la synthése de toxines et la présence d’antigénes de
capsules particuliers, par exemple F5 (=K99) sur des souches isolées chez des veaux
diarrhéiques.

Dans sa synthese sur les caractéristiques des ETEC*, GAASTRA [44] met en avant d’une
part qu’il existe une corrélation positive entre la production de toxines ST et la présence
d’antigenes F5 (=K99) sur des souches isolées chez des porcelets et des bovins, et, d’autre
part, que ces antigenes de capsule ont des propriétés d’adhésion. En fait, il apparait que ce
sont des molécules apparentées aux fimbrize, qui permettent I’adhésion des ETEC* sur des
récepteurs épithéliaux spécifiques d’espéces : il parle alors de « Colonization Factor
Antigens », ou CFA. Contrairement aux fimbriz de type 1, les CFA sont propres aux ETEC*,
et leurs propriétés adhésives ne sont pas inhibées par le D-mannitol. QADRI et al. [126]
précisent que certains CFA n’ont pas la structure des fimbriz.

Les ETEC* adherent donc aux cellules intestinales via les CFA, qui se fixent sur des
glycoprotéines membranaires. Ensuite, elles libérent des toxines ST et/ou LT a proximité de
la muqueuse, entrainant une diarrhée. Des études conduites chez I’homme et chez I’animal
[126] indiquent que des souches ETEC* CFA+ induisent une diarrhée, contrairement a leurs
mutants iso géniques CFA-.

Parmi les ETEC* retrouvées chez I’homme [126], 22 CFA ont été découverts a ce jour.
Pour 30 a 50% des souches ETEC* humaines prélevées de par le monde, aucun CFA n’a pu
étre identifié, ce qui laisse supposer que d’autres variants existent.

Pour ce qui est des ETEC* retrouvées chez les animaux [126], les CFA retrouvés sont
distincts de ceux des souches isolées chez I’lhnomme. A ce jour, une petite dizaine de variants
ont été identifiés. Les récepteurs des CFA des souches ETEC* ne sont présents que chez un
nombre limité d’espéces animales, ce qui explique leur grande spécificité d’espéces.

c) Les principaux sérogroupes associés aux ETEC

Si une étude au Bengladesh indique que les ETEC™* appartiennent a un nombre restreint
de sérogroupes [126], la majorité des autres enquétes épidémiologiques, conduites a ce jour,
tendent a montrer une grande hétérogénéité des sérotypes retrouvés, avec une variation des
profils au cours du temps. Les 35 principaux sérogroupes associés aux ETEC humains sont,
d’apreés le laboratoire de référence d’E. coli de la faculté vétérinaire de Lugo [39] : O4, O6,
07, 08, 09, 015, 017, 018, 020, 021, 025, 027, 029, 048, 063, 075, 077, 078, 080,
085, 088, 0109, 0110, 0114, 0115, 0126, 0128, 0136, 0139, 0148, 0149, 0153, 0159,
0167 et 0169.

Compte tenu de I’hétérogénéité et des variations des sérogroupes rencontrés, le
sérotypage n’est pas préconisé pour détecter des ETEC*, ni comme support a un vaccin.
Cependant, il semble y avoir des combinaisons préférentielles entre certains sérotypes,
facteurs d’adhésion et entérotoxines. A titre d’exemple, la présence de CFA est associée avec
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un nombre relativement petit de sérogroupes O, comme I’illustre le tableau 2:

Tableau 2: Occurrence de certaines adhésines en relation avec le sérogroupe O (d’aprés

[44, 102)).
Adhésine | Origine Sérogroupe O (les sérogroupes O pour lesquels on n’a
(ancien Récepteur retrouvé qu’ occasionnellement des adhésines n’ont pas été
nom) inclus)
F4ab/ac/ad | Porcelet 08, 045, 0138, 0141, 0147, 0149, 0157
(K88) Glycoprotéine
F6 (987P) | Porcelet 09, 020, 0141
Glycoprotéine,
lipide
(sulphatide)
F17 (Fy) Porcelet 0101
Glycoprotéine
Fl18ab/ac | Porcelet 0139, 0141, 0147, 0157
Glycoprotéine
F5 (K99) Veaux, agneaux | O8, 09, 020, 0101
Glycolipide
(NeuGc-GM3)
F41 Veaux 09, 0101
CFA/I Humain 015, 025, 063, 078
CFA/II Humain 06, 08
En bref :

Les ETEC* adhérent aux cellules via des facteurs d’adhésions CFA, qui sont spécifiques
d’espéces ; ils produisent des entérotoxines thermolabiles LT et/ou thermostable ST; il n’y a
pas de corrélation stricte entre sérotype et pathotype pour les ETEC*.

2.
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3. Concernant les souches EPEC
a) Définition

Nous avons précisé en préambule que les E. coli entéropathogenes, EPEC*, sont définis
par leur capacité a induire des lésions d’attachement/effacement sur les microvillosités de la
bordure en brosse des entérocytes [61]. Cependant, il convient de préciser un peu les choses :

- dans leur synthese sur les bactéries capables d’induire des lésions d’attachement et
d’effacement, WALES et al. [161] rappellent qu’on définit les AEEC* comme étant les E. coli
capables d’induire des Iésions d’attachement et d’effacement (AE) in vivo ou in vitro. Parmi
les AEEC*, certaines souches produisent des Shiga-toxines et sont classées comme étant des
STEC* ; d’autres n’en produisent pas, et sont classées parmi les EPEC*.

- TRABULSI et al. [150], dans leur article sur les EPEC* typiques et atypiques, citent la
définition donnée en 1995 au cours du deuxiéme symposium sur les EPEC* de Sao Polo, qui
peut étre traduite comme il suit : « Les EPEC* sont des E. coli, induisant des diarrhées, qui
produisent une lésion histopathologique caractéristique connue sous le nom de lésion
d’attachement et d’effacement (AE) sur les cellules intestinales et qui ne produisent pas de
Verotoxine* (ou Shiga-toxine ou Shiga-like toxine). ». Au sein des EPEC*, deux sous classes
sont distinguées, les EPEC* classiques ou typiques, et les EPEC* non classiques ou
atypiques : « les EPEC* typiques d’origine humaine possédent un plasmide de virulence - le
plasmide EAF (EPEC* adherence factor) - qui code pour le profil d’adhérence appelé
« adhérence localisée » (LA) sur culture de cellules épithéliales, via des protéines BFP
(Bundle-forming pilus), alors que les EPEC* atypiques ne possedent pas ce plasmide ».

Ainsi, nous parlerons :

- d’AEEC* pour désigner des E. coli qui induisent des lésions d’AE* sur les cellules
épithéliales en culture ;

- d’EPEC* pour parler d’AEEC* qui ne produisent pas de Verotoxines* et qui portent le
plasmide EAF ;

- d’EPEC* atypiques pour parler d’AEEC* qui ne produisent pas de Verotoxine* et qui
n’ont pas le plasmide EAF.

b) Les lésions d’attachement/effacement
Elles aboutissent a I’adhésion intime des AEEC* sur I’épithélium de I’hdte, avec
formation d’un piédestal caractéristique. Elles sont schématisées par un modéle simplifié en 4
étapes, comme décrit par exemple par CLARKE et al. [21] dans leur synthese sur les facteurs
de virulence des EPEC* :
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Figure 1: Représentation schématique de la pathogénicité des EPEC en 4 étapes
(source :[21]).

ETAPE 1: Dans des conditions environnementales propices, les AEEC* expriment
I’équipement nécessaire a I’adhésion : les Bundle-Forming Pili, la protéine d’adhésion intime
Intimine, des filaments courts, associés a la surface EspA.

ETAPE 2 : L’adhésion a I’épithélium se fait via les BFP et les ESpA ; puis un systéeme de
sécrétion de type Il injecte le récepteur membranaire Tir et d’autres effecteurs dans le
cytoplasme de la cellule héte. 1l en résulte I’activation de signaux cellulaires qui entrainent
I’altération du cytosquelette, avec dépolymérisation de I’actine et perte des microvillosités. La
protéine Tir est modifiée par des protéines kinases (protéine kinase A et tyrosin protein
kinase) : elle s’insére dans la membrane.

ETAPE 3: Les EspA se détachent. L’intimine se fixe sur le récepteur Tir, entrainant le
rapprochement de la bactérie AEEC™* vers la membrane cellulaire. De I’actine s’accumule en
dessous du site d’adhérence des bacteries.

ETAPE 4: Il y a accumulation massive d’éléments du cytosquelette, formant un piédestal
caractéristique. Les effecteurs injectés par le systéeme de translocation perturbent les processus
cellulaires, aboutissant a la perte de I’intégrité des jonctions serrées, et des fonctions
mitochondriales ; il en résulte des pertes électrolytiques, parfois suivies de la mort de la
cellule.

Mitockoniris

La formation de ces lésions d’attachement/effacement est sous I’influence de géenes
chromosomiques au sein du LEE (locus of enterocyte effacement), et plasmidiques sur le
plasmide EAF (EPEC* adherence factor).

c) LeLEE

Le LEE est un Tlot de pathogénicité* (pathogenicity island PAI), défini comme un locus
regroupant de nombreux génes impliqués dans la virulence des souches porteuses [1].

L’implication du LEE dans la capacité des AEEC* a former des lésions AE* est
soutenue d’une part par le fait que I’on retrouve ce LEE chez tous les EPEC*, d’autre part
parce que I’insertion de ce PAI chez des E. coli K12 les rend capables de créer des lésions
AE* a leur tour [21]. De plus, d’autres bactéries capables de former des AE sont également
porteuses du gene LEE, qu’il s’agisse d’EPEC*, de STEC™* ou de Citrobacter freundii.

L’insertion du LEE se fait a des endroits différents du génome chez les EPEC* et les
EHEC*, reflétant leur trajet évolutif divergent. Le LEE code pour un systeme de secrétion de
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type 11, et pour trois types de protéines injectées dans la cellule hdte par ce systeme [1] :

(1)Le systéeme de sécrétion de type 111

Certaines protéines codées par les genes du LEE ne comportent pas de séquence signal
[21]. On attribue alors leur sécrétion a un systéme de sécrétion de type |11 dont les génes sont
portés par LEE. Ce systeme est codé par les genes esc (E. coli secretion, anciennement sep) et
esp (EPEC*-secreted protein). Ces derniers codent pour une seringue moléculaire (EspA,
EspB, EspD) impliquée dans la translocation des effecteurs dans la cellule héte (Tir, map,
espF, espG, espH,...).

Le mécanisme de sécrétion de type Ill dont il est question ici se rapproche de ceux
développés chez les Shigella ou les Yersinia. Clarke et al. [21] le décrivent de la fagon
suivante : il y a formation d’une « seringue » qui va injecter des protéines dans le cytoplasme
de la cellule hote. La « seringue » est composée de protéines EscF (des mutants sans genes
escF sont incapables de former ce complexe), et I’injection nécessite des protéines EspA. Ce
complexe protéique permet la translocation de protéines dans le cytoplasme de la cellule héte,
en particulier les protéines EspB et EspD. Une fois injectées, ces protéines forment un pore
dans la cellule héte, permettant ainsi la translocation d’autres molécules, comme le récepteur
Tir. EspB semble impliquée également dans la formation des filaments d’EspA, qui se
forment a la surface de la membrane, et occupent I’espace entre la bactérie et la membrane de
la cellule héte. EspB joue également un réle dans la formation du piédestal, avec une action
toxique sur le cytosquelette, qui conduit a une redistribution d’actine. Cette action nécessite le
recrutement d’o-caténine cellulaire chez les EHEC*. Chez les EPEC*, I’a-caténine est
nécessaire a la formation du piédestal, mais le lien avec EspB n’a pas été établi. La
translocation des protéines EspB et EspD fait également intervenir une protéine chaperonne :
CesD (chaperone for E. coli secreted protein).

La protéine Map (mitochondrion associated protein) n’est pas associée a la formation du
piédestal [21], mais est souvent retrouveée a proximité des mitochondries. Son role est mal
déterminé : une fois clivée, elle peut modifier la perméabilité de la membrane mitochondriale,
ce qui aboutit a terme a I’apoptose de la cellule. Elle joue également un réle dans le
réarrangement du cytosquelette en induisant la formation de « filopodes ». Ce role est inhibé
par le complexe Tir/intimine. Le role des filopodes dans la formation du piédestal est mal
connu ; cette étape semble tout de méme nécessaire, tout comme la régulation par le complexe
Tir/intimine.

La protéine EspF joue un r6le dans la perte de perméabilité des jonctions serrées, et donc dans
la mort cellulaire.

Le réle joué par EspG dans la virulence des EPEC* est mal connu [21]; des mutants
EspG négatifs sont capables d’induire des lésions AE* identiques aux parents EspG+.
Cependant, parmi les EPEC* isolés chez les lapins, les mutants EspG- colonisent moins la
muqueuse intestinale in vitro que les souches sauvages, ce qui laisse penser que les EspG
jouent tout de méme un rdle dans la virulence des EPEC*.

(2)Le couple Tir/intimine

Parmi les protéines excrétées par le systéme décrit précédemment, les intimines Eae et
leur récepteur Tir sont deux groupes de protéines piliers des lésions d’AE* [21].

Le géne tir code le co-récepteur spécifique de I’intimine, Tir (Translocated Intimin
Receptor), une protéine de 78 kDA, injectée dans le cytoplasme de la cellule hote par le
systeme de sécrétion de type Ill. Tir s’insert ensuite dans la membrane cytoplasmique de
I’entérocyte héte.

Le géne eae (E. coli attaching and effacing, anciennement eaeA4) code pour I’intimine,
protéine de membrane externe de 94 kDa. Cette protéine porte en région C terminale 280
acides aminés qui assurent sa fonction d’adhésion, avec notamment deux domaines Ig-like,
assurant la reconnaissance du récepteur Tir, lequel est présent a la surface des cellules cibles,
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et d’un autre récepteur eucaryote encore mal connu.

L’intimine est essentielle pour induire le signal d’activation de la polymérisation
d’actine qui conduit a la formation du piédestal (un mutant déficient pour le géne eae en est
effectivement incapable, [21]). A ce jour, au moins 17 types d’intimine ont été identifiés [9].

Le type d’intimine présent influe sur le site préférentiel de fixation des bactéries : ainsi,
on a remarqué que certains EPEC* porteurs de eaeo. S’attachent a la muqueuse du petit
intestin, alors que certains EHEC* porteurs de eaey se fixent préférentiellement au niveau des
plaques de Peyer. Selon que I’on insert le géne eaeo. issue d’EPEC* ou le géne eaey issue
d’EHEC* a une souche EPEC* ayant subi une délétion de son gene eae, les premieres
souches s’attacheront a la muqueuse du petit intestin, alors que les deuxiémes s’attacheront
plutdt aux plaques de Peyer [21].

Il semblerait que le type d’intimine présent influe également sur I’h6te des AEEC* :
ainsi, le type eaep3 est souvent associé a des AEEC* isolés chez des bovins [119, 9].

(3)La régulation de I’expression des génes du LEE

La régulation de la transcription des genes de LEE fait intervenir le locus per situé sur
le plasmide EAF [21]. Ce locus porte entre autres les genes perd (ou bfpT) perB (ou bfpV) et
perC (ou bfpW). BfpT régule la transcription de I’opéron bfp, et certains genes de LEE. BfpV
et BfpW augmentent I’activité de BfpT.

Le locus per est auto activé par BfpT et inhibé par GadX. Cette protéine est également
I’activateur de la transcription du gene gadA, qui code pour une protéine responsable de
I’acido-résistance de E. coli, permettant leur survie dans I’estomac, alors que la colonisation
qui nécessite la formation des lésions AE se fait en milieu plus alcalin [21].

La régulation de LEE via BfpT passe par I’activation de la région LEE1, et notamment
du géne ler (locus of enterocyte effacement regulator, avant orf1) qui code pour un
homologue des protéines histone-like, souvent impliquées dans la réponse des bactéries aux
stress environnementaux. La protéine Ler agit sur LEE2, LEE3, LEE4 et LEES, en particulier
sur les genes espF, espG et map.

Les EPEC* sont également capables de réagir a la densité en bactéries de leur
environnement via le mécanisme de « quorum sensing » [21]. Lorsqu’elles proliferent, les
bactéries produisent des molécules appelées « auto inducteurs » qui se concentrent dans le
milieu, se fixent a des récepteurs membranaires, et peuvent ainsi réguler I’expression de génes
de virulence. Chez les EPEC*, on a mis en évidence la production d’auto inducteurs de type 2
(AI2) : ils pourraient réguler I’expression des genes portés par LEE, par I’intermédiaire de
Ler.

d) Le plasmide EAF

Bien que la présence du plasmide EAF ne soit pas indispensable a la formation des
Iésions d’ AE* [150, 11], il augmente leur efficacité sous I’influence d’un groupe de génes de
régulation portés par ce plasmide : les génes per (perd, perB et perC). Ces génes, comme vu
précédemment, activent I’expression de génes du LEE.

Ce plasmide porte, entre autres, le groupe de génes bfp [21] qui comprend au moins 14
génes codant pour les «bundle-forming pili», des pili de type IV qui permettent
I’interconnexion des bactéries en micro-colonies, favorisant ainsi leur stabilisation [150]. Les
Bfp jouent également un réle dans I’adhésion des cellules ce qui augmente I’efficacité de la
formation des Iésions d’AE. La formation des Bfp met en jeu différentes protéines, agencées
en une structure complexe. D’aprés CLARKE et al. [21], les protéines BfpA forment la sous
unité structurale principale des Bfp, appelée « bundlin », les protéines BfpG et B viennent
ensuite former une membrane externe, alors que les protéines BfpC, I, J, K et L forment une
membrane interne avec la protéine BfpA (bundlin). La protéine BfpU est un composé
périplasmique qui reste entre ces deux membranes. La protéine BfpE fait partie de la
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membrane interne, ou elle joue le réle d’ «échafaudage », stabilisant la structure et
transportant les autres protéines dans la membrane.

L’expression des genes bfp codant pour les protéines précitées est sous la régulation des
geénes per, et de génes chromosomiques : dsbA et IspA.

e) Les principaux sérogroupes associés aux EPEC

Le laboratoire de référence d’E. coli de la faculté de Lugo (Espagne) [39] dresse une
liste des principaux sérogroupes associés aux EPEC*, qui sont regropés dans le tableau 3:

Tableau 3: Les sérogroupes associés aux EPEC humains et animaux (d’aprés [39]). Les
sérogroupes en gras sont ceux que I’on retrouve a la fois chez les souches humaines et chez
les souches animales.

Origine des | Nombre de | Sérogroupes associés

souches sérogroupes

Patients 15 018, 020, 026, 044, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125,

humains 0126, 0127, 0128, 0142 et O158.

Bovins 4 08, 09, 020 et O101.

Porcins 15 08, 09, 020, 021, 045, 064, 0101, 0115, 0138, 0139, 0141,
0147, 0149, 0153 et 0157.

Lapins 15 015, 020, 026, 049, 092, 0103, 0109, 0110, 0119, 0126,
0128, 0132, 0145, 0153 et 0165.

Ainsi, les sérogroupes majoritairement associés aux EPEC* sont relativement nombreux
(41 sur les 174 sérogroupes connus a ce jour, d’apres [39]). Certains sérogroupes sont isolés a
la fois chez des patients humains et chez des animaux.

En bref :

Les EPEC™* ont la capacité de former des Iésions d’attachement/effacement mises en évidence
in vitro par un profil d’adhésion large sur cellules Hep-2*. Leur pathogénicité est liée au locus
de génes LEE, porté également par certaines souches STEC*. A la différence de ces
dernieres, les EPEC* ne produisent pas de Shiga-toxine. Les EPEC* typiques portent le
plasmide EAF, qui leur permet de synthétiser des pili de type IV appelés « bundle-forming
pili » favorisant I’adhésion des bactéries aux cellules hotes.
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4. Concernant les souches EHEC

a) Quelques précisions : EHEC, pEHEC, VTEC, STEC, et E. coli O157:H7

Les souches d’E. coli isolées chez des patients atteints de colites hémorragiques sont
appelées EHEC™*. Ces colites peuvent se compliquer de syndrome hémolytique et urémique
(SHU%*) et de purpura thrombotique et thrombocytopénique (PTT*), parfois mortels.

Leur étude a permis de montrer qu’elles ont acquis la capacité a produire des toxines
cytotoxiques pour les cellules Vero, nommées Verotoxine ou Shiga-like toxine (Stx*), car la
premiere toxine identifiée, Stx1, était proche de la toxine produite par Shigella dysenterice.
Pour isoler les EHEC*, de nombreuses équipes ont testé la toxicité des souches d’E. coli
suspectes sur cellules Vero (le test histologique utilisé est couramment appelé Vero Cells
Assay ou VCA*) : on parle d’ E. coli Verotoxigéniques, ou VTEC*.

Ensuite on a séquencé la partie du génome codant pour ces toxines, et on a recherché la
présence d’E. coli portant ces séquences : on parle de Shiga-toxine E. coli, STEC*. Des
STEC* ont été isoles, et le test sur la culture de cellules Vero* n’a pas permis de mettre en
évidence la production de Stx par ces souches.

Une fois que I’on a identifie une souche VTEC* ou STEC* chez un sujet sain (animal
ou humain), on sait qu’elle possede un géne de virulence, mais encore faut-il savoir si elle
peut I’exprimer, et devenir ainsi réellement pathogene.

Une grande proportion des EHEC* isolés chez des patients atteints de colites
hémorragiques a caractére épidémique appartiennent au sérotype O157:H7.

Ainsi, nous parlerons d’E. coli
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translocation impliquant un récepteur cellulaire autre que Gb3, sans endommager la cellule
intestinale ; soit par passage transcellulaire, véhiculées par des neutrophiles en transmigration.

Les sous unités B sont également capables d’induire la libération de cytokines par les
cellules intestinales. Des études décrivent une synergie entre les Shiga-toxines et les cytokines
induites ([1] d’aprés TATEWAKI 2000). Ainsi, les toxines Stx induiraient la production de
cytokines par les macrophages et les monocytes (TNF-c, IL-1B, IL-12, ...). Les cytokines
induiraient alors la production de Gb3 a la surface des cellules, les rendant plus sensibles a
I’action des Stx. L’induction d’IL-8 au niveau des cellules épithéliales en contact avec les
STEC* permettrait le développement de lésions au niveau de la barriére intestinale et le
chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles. Cet afflux favoriserait la dissémination des
Stx2 dans tout I’organisme ainsi que I’évolution vers un SHU*.

(2)Les différentes Shiga-toxines

Il existe différents variants de Shiga-toxines, séparés en deux grandes classes : Stx1 et
Stx2, différenciées par leurs propriétés immunologiques : les Stx1 sont neutralisées par les
anticorps anti Shiga-toxine de Shigella dysenterice, alors que les Stx2 ne le sont pas. Leurs
propriétés biochimiques et leur mécanisme d’action sont cependant similaires.

Les toxines Stx1 et Stx2 ne semblent pas traverser la barriere intestinale de la méme
facon : les Stx1 utiliseraient un mécanisme de translocation impliquant un récepteur cellulaire
différent du Gb3, sans endommager les cellules. Les Stx2 traverseraient plutét dans les
neutrophiles, par voie para cellulaire lors de leur transmigration.

Quant & leur pouvoir pathogene, des études conduites in vivo sur des modeles animaux,
et in vitro sur des cellules endothéliales rénales indiquent que Stx2 est une toxine plus
puissante que Stx1, ce qui est corroboré par les données épidémiologiques : les souches
responsables des cas les plus sévéres chez I’homme, comme les souches de sérotype
0157:H7, produisent des Stx2. Cependant, de nombreux STEC* non-O157:H7,
classiqguement impliquées dans les syndromes hémolytiques et urémiques portent le géne stx/
uniquement (notamment les souches appartenant aux sérotypes O26:H11, O103:H2 et
0111:H-).

Au sein de chaque classe, des variants ont pu étre identifiés, qui different par leur
séquence de nucléotides, ou par leur activité biologique, leur réactivité sérologique ou leur
spécificité de liaison au récepteur. Ainsi, on distingue entre autres les variants Stx2, Stx2c,
Stx2d, Stx2e et Stx2f [1]. Certains variants semblent associés a des hotes spécifiques : le
variant Stx2e n’est retrouvé pratiquement que sur les souches porcines, et est responsable de
la « maladie de I’cedeme », affectant les porcelets ; de méme, le variant Stx2d semble associé
aux souches ovines.

La classe Stx1 quant a elle est plus homogéne. Au cours de ces derniéres années
cependant, des variants ont également été mis en évidence. PATON et al. [122] ont mis en
évidence 4 variants Stx1 a partir de souches d’E. coli appartenant aux sérotypes O48:H21,
O111:H- et OX3:H8, dont la séquence en acides aminés differe de celle de la toxine Stx1 de
référence : la toxine Stx1 codée par le phage 933J. ZHANG et al. [169] ont mis en évidence un
variant Stx1c isolé a partir de souches STEC* en provenance d’hommes et de moutons, BURK
et al. [13] ont décelé un variant Stx1ld sur des souches STEC* ONT:H19 isolées chez des
bovins. OHMURA-HOSHIMO et al. [116] ont isolés deux variants Stx1v51 et Stx1v52 a partir de
STEC* isolés chez les bovins. Pour finir, SUSUKI et al. [147], en 2004, ont décelé un variant
qu’ils ont appelé 1S1293v, produit par une souche O157:H7 isolée chez un patient humain, et
qui différe des Stx1 classiques par la perte de deux acides aminés en région C-Terminale.

c) Le LEE des pEHEC

Parmi les souches EHEC™ isolées chez des patients humains, la grande majorité porte le
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LEE [67]. Dans leur synthese sur la prévalence des STEC* chez les bovins a viande, HUSSEIN
et al. [57] précisent que globalement 98% des STEC* O157:H7 isolés dans les études qu’ils
ont synthétisées sont porteurs du géne eae. Pour les STEC* non 0157, ils précisent que la
recherche du géne eae est moins systématique (sur 116 études synthétisées, 23 n’ont pas
recherché le géne eae). De plus, il est moins souvent retrouvé que parmi les STEC*
0157 (parmi les 93 études ou le géne a été recherché, il a été trouvé dans 37 publications).

Cependant, des cas de SHU* ont été rapportés, ou les souches isolées n’étaient pas
porteuses de ce locus, ce qui indique qu’il n’est pas indispensable a la pathogénicité de ces
souches. Ainsi CLARKE et al. [110] précisent notamment que des souches de sérotypes
091:H21, 0113:H21 et O121:H19, bien que eae négatives, ont été a I’origine d’épidémies de
SHU* et de diarrhées chez I’lhomme.

Des agents non codés par LEE pourraient étre impliqués dans I’adhésion des souches
STEC* eae négatives, parmi lesquelles I’adhésine lha (Iron homologue adhesin), le fimbriz
Sfp, I'opéron Ipf, apparenté aux « long polar fimbriee » de Salmonella enteritica serovar
Typhimurium [1, 110]... Les mécanismes d’adhésion développés par ces souches sont encore
méconnus.

Pour les souches porteuses du LEE, des différences ont pu étre remarquées entre les
LEE des EHEC™ et ceux des EPEC*. Les EHEC* en effet ne sont pas porteuses du plasmide
EAF ; la régulation de LEE ne passe donc pas par le groupe de genes per. De plus,
I’activation du transporteur Tir des EPEC* passe par une étape de phosphorylation par deux
protéines kinases ; il semble que cette étape n’ait pas lieu pour le transporteur Tir des EHEC*.

d) L’entérohémolysine

La présence d’entérohémolysine chez les STEC™* a été mise en évidence dés 1988 [1].
L’hémolysine identifiée est appelée E-HIyA . Elle est codée par le géne eixA sur I’opéron
plasmidique eAxCABD. EhxA code pour le précurseur de la protéine E-HIyA ; il présente 61%
d’homologie avec le géne hly4 codant I’a-hémolysine d’E. coli. E-hlyC assure I’acétylation
post traductionnelle de E-hlyA. E-hlyB et E-hlyD assurent le transport et la sécrétion de E-
hlyA.

E-hlyA appartient aux groupes des toxines RTX (Repeats in Toxin) ; son mécanisme
d’action, proche de celui de Hly, consiste & s’insérer dans la membrane plasmique, formant un
pore, ce qui aboutit a la lyse osmotique de la cellule cible. E-hlyA est moins puissante que
Hly : elle provoque une lyse lente sur gélose au sang, alors que Hly a une action plus précoce.
En provoquant la lyse des hématies, les hémolysines provoquent la libération de fer dans le
milieu ce qui est propice au développement des bacteéries.

De méme que pour le gene eae, le géne ehxA n’est pas systématiquement associé aux
souches EHEC* isolées chez I’homme [1, 57] et son r6le dans la pathogénicité est encore
discuté.

e) Les autres facteurs de virulence identifiés
D’autres facteurs plasmidiques semblent impliqués dans la pathogénicité des EHEC*

[1] :

- la sérine protéase EspP, capable de cliver le facteur V de coagulation humain et la pepsine
A. Le clivage du facteur de coagulation contribuerait au développement des colites
hémorragiques ;

- la catalase peroxydase périplasmique katP, protéine de 82 kDa ;

- des toxines de type Clostridium difficile-like ;

- un systeme de sécrétion de type I .

De plus, les faibles doses infectieuses mises en evidence dans le cadre des infections a
EHEC* ont incité certains chercheurs a penser que ces bactéries avaient développé un
systeme particulier de résistance en milieu acide, pour assurer la survie des EHEC* apres
passage dans I’estomac afin de pouvoir gagner leur site d’adhésion privilégié : le c6lon.
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Cependant, les systemes de résistance en milieu acide mis en évidence sont semblables a ceux
retrouves chez les coliformes classiques [1].

Certaines souches O157:H7 isolées chez des patients humains présentent deux loci
portant les genes codant pour des uréases. Cependant, aucune des souches isolées n’a montré
d’activité uréase a ce jour. Le réle de I’'uréase dans la pathogénicité des EHEC* reste donc a
démontrer.

Dans leur synthése sur les STEC* importantes en médecine humaine, CLARKE et al.
[110] répertorient d’autres facteurs de virulence potentiels :

- la protéine StcE, qui se lie a I’inhibiteur de I’estérase C1 ;

- une « subtilase cytotoxin » ;

- la toxine CDT pour Cytolethal distending toxin. CDT serait active pendant la phase de
repos G2/M de la cellule cible. Elle induirait sa mort a terme [108]. Les toxines CDT ont été
retrouvées dans les feces d’enfants diarrhéiques, sur des souches portant toujours d’autres
facteurs de virulence. Leur implication dans la survenue de diarrhées est encore incertaine.

f) Les principaux sérogroupes associés aux pEHEC

Lorsque I'on parle d’EHEC*, on pense premiérement aux E. coli O157:H7, qui
représentent aux Etats-Unis le premier sérotype d’EHEC* responsable de SHU* (50% des cas
de SHU* environ sont attribués au seul sérotype O157:H7, [1]). D’aprés le bilan Afssa 2003
sur les STEC* [1], en France de 1995 a 2003, la moitié des cas de SHU*, pour lesquels une
sérologie a été réalisée, est associée a une sérologie positive a STEC*, dont 86% des cas
positifs pour le sérogroupe O157. En Europe également, O157:H7 est en téte : il représentait
42% des agents STEC* de SHU* en Italie entre 1988 et 2000 ; 56% au Danemark entre
1997 et 2000 ; 57% en Allemagne et en Autriche de 1997 a 2000.

Il faut cependant garder a I’esprit que d’autres sérotypes sont impliqués, et a des
proportions non négligeables. Les plus fréquents sont O26:H11, 0O145:H25/H28 et
O157/NM (non mobile), avec des disparités régionales [67]. Ainsi en Italie, entre 1996 et
2000, les EHEC* 026:H11 ont causé plus de SHU* que leurs homologues O157:H7. En
Allemagne, un septiéme des SHU* & EHEC*, entre 1996 et 2003, étaient dus a des STEC*
026:H11.

Le troisieme sérogroupe le plus important est 0145 (avec deux sérotypes en cause :
0145:H25 et 0145:H28). Il représente 9% des SHU* a EHEC* en Allemagne au cours des 8
dernieres années. Couplé avec les infections a 0157:H7/NM, cela représente 88% des EHEC*
responsables de SHU*. D’autres revues mettent en avant la place importante des sérogroupes
0111 et O103 en Europe [1]. En Australie, le sérotype O157:H7 est rare, le dominant étant
O111:H-, a lorigine d’infections séveres et d’épidémies. On peut également noter
I’importance des sérogroupes 0121 et 0153, souvent cités comme étant impliqués dans des
infections a STEC*.

La faculté vétérinaire de Lugo [39] propose une liste des 11 sérogroupes les plus
souvent isolés chez I’homme : 026, 048, 091, 0103, 0111, 0113, 0118, 0128, 0145, 0146
et O157. Un listing de tous les sérotypes VTEC™* isolés chez des patients humains jusqu’en
2003, avec les références bibliographiques associées, est disponible sur :
http://www.microbionet.com.au/VTEC*1u.htm (page visitée en mai 2006) [94].

L’importance des sérogroupes autres que O157:H7 est difficile a déterminer, car ils ne
sont pas toujours recherchés. De plus, des infections mixtes ont été décrites, qui impliquent
des EHEC* O157:H7 et non O157.

Beaucoup d’études se focalisent sur la recherche du sérotype O157:H7. Ce dernier
présente des propriétés biochimiques particulieres, qui permettent de le différencier
rapidement des autres E. coli présentes dans les prélévements analysés en routine. Ainsi, la
majeure partie des souches E. coli O157:H7 ne fermentent pas le sorbitol, ne produit pas de [3-
glucuronidase, ce qui permet I’utilisation de milieux spécifiquex comme le SMAC* (sorbitol
Mac Conkey*). De plus, la plupart des souches O157:H7 possedent le locus chromosomique
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TAI (tellurite resistance and adherence-conferring island) qui, comme son nom I’indique,
confere a la souche une résistance a la tellurite, ce qui est mis a profit par I’ajout de tellurite
dans le milieu d’isolement.

CLARKE et al. [110] font remarquer qu’a coté de ce sérotype O157:H7 typique, on a
isolé une autre souche chez des patients atteints de SHU*, portant aussi I’antigéne O157 mais
sans flagelle. Cette souche, appelée SF O157:NM est globalement proche de la précédente, a
quelques exceptions prés, notamment :

- elle posséde le cluster de géne complet qui code pour le flagelle, mais une délétion de 12
pb sur le géne de I’activateur de transcription f72C inhibe son expression ;

- elle fermente rapidement le sorbitol, et produit de la B-glucuronidase. Elle ne posséde pas
le locus TAI, et ne résiste donc pas a la tellurite ;

- elle ne possede ni katP, ni espP, mais a leur place classique elle posséde I’opéron sfp qui
code pour un nouveau pili et une hémagglutinine. Cet opéron semble spécifique des SF
0O157:NM. A ce jour il n’a pas été retrouvé sur les autres EHEC™*, ni sur d’autres pathovars*
d’E. coli, ni sur d’autres entérobactéries.

Ainsi, les méthodes classiques de détection d’E. coli O157:H7 ne permettent donc pas
de les mettre en évidence, ce qui peut sous-estimer I’implication de cette souche en cas de
SHU* chez I’homme. La problématique est la méme pour les EHEC* non O157, car elles ne
présentent pas de propriétés biochimiques communes qui permettraient de les identifier.

Chez les animaux, et chez les ruminants notamment, le nombre de sérogroupes associés
est également important. La majorité des sérogroupes des souches isolées chez les animaux a
également été retrouvée chez les souches isolées chez des patients humains. A titre
d’exemple, la faculté vétérinaire de Lugo [39] dresse la liste des principaux sérogroupes isolés
chez les bovins et chez les ovins ; on y retrouve les sérogroupes les plus fréquemment isolés
chez I’lhomme :

Tableau 4: Les principaux sérogroupes associés aux pEHEC retrouvés chez les bovins et
les ovins (d’aprées [39]). Les sérogroupes en gras correspondent aux principaux sérogroupes
des souches isolées chez des patients humains d’aprés [39].

Origine des | Nombre de | Sérogroupes associés
souches sérogroupes

Bovine 38 02, 04, 05, 06, 08, 016, 020, 022, 026, 039, 041, 045,
046, 064, O74, O77, 082, 091, 0103, 0105, 0109, O113,
0116, 0126, 0128, 0136, 0141, O145, O146, 0153, 0157,
0162, 0163, 0168, 0171, 0172 et 0174=0X3, O177.

Ovine 17 05, 06, O77, 091, 0104, 0110, 0112, O117, 0119, 0123,
0128, 0136, 0146, 0157, 0166, O174=0X3, et 0176

En bref :

Les EHEC* sont caractérisées par leur capacité a produire des Shiga-toxines, codées par des
bactériophages porteurs de I’opéron s¢x ; leur virulence peut étre complétée par la présence de
facteurs de virulence supplémentaires: I’intimine (commune aux EPEC*) et une
entérohémolysine. Les EHEC™* ne possedent pas de caractéristiques biochimiques communes,
si bien que leur détection ne peut s’appuyer que sur la recherche des toxines Stx ou des génes
SIX.

Le principal sérotype associé est 0157:H7, responsable de la moitié des cas humains environ.
Cependant beaucoup d’EHEC* non 0157 ont été isolées chez des patients humains,
appartenant notamment aux sérogroupes 026, 0145, 0103 et O111.
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5. Concernant les souches EIEC

a) Les EIEC sont proches des Shigelles

Rappelons que les EIEC* - les E. coli entéroinvasives - sont a I’origine de syndromes
dysentériques. Leur pathogénicité est proche de celle des Shigelles. Ces E. coli ont acquis un
plasmide, nommé pINV, leur conférant la capacité a envahir les cellules épithéliales, ce qui
provoqgue des ulcérations de la muqueuse du gros intestin chez les personnes atteintes. Selon
NATARO ET KAPER [108], le pouvoir invasif est porté en partie par le plasmide pINV et en
partie sur le chromosome bactérien. Ce caractére invasif est utilisé dans le test de Sereny*, qui
vise a déposer les bactéries suspectes sur des cornées de cobayes. La présence de EIEC* est
confirmée si ce dép6t induit une kératoconjonctivite purulente [61].

Les EIEC™ et les Shigelles se ressemblent dans leur capacité a envahir les cellules, mais
également par des profils biochimiques proches : toutes deux ne dégradent pas le lactose, ne
possédent pas de lysine-décarboxylase... Afin d’aller plus loin dans la recherche de
ressemblances entre ces deux souches, LAN et al. [76] ont recherché des analogies entre 32
souches EIEC* et des souches de Shigella spp., par séquengage de 4 genes « housekeeping »
et de deux génes portés par le plasmide pINV. A la lumiére de leurs résultats, ils déduisent
que les Shigelles et les EIEC* ne forment qu’un seul et méme pathovar* d’E. coli. La
premiére étape conduisant a I’acquisition du caractere invasif serait I’acquisition du plasmide
pINV, puis, la perte de certaines capacités cataboliques, comme la capacité a dégrader du
mucate ou de I’acétate (90% des souches d’E. coli non EIEC* dégradent les deux ; les EIEC*
en dégradent au moins un; les Shigelles n’en dégradent aucun des deux). De méme, les
souches invasives auraient perdu leur motilité (la plupart des souches EIEC* sont non
mobiles, les Shigelles également). La plus grande homogénéité au sein des EIEC* par rapport
aux Shigelles, ainsi que leur plus grande ressemblance avec les E. coli non invasives
s’expliquerait par le fait que les Shigelles sont apparues plus récemment que les EIEC*. Les
auteurs supposent méme que les EIEC* constitueraient une étape avant le passage au stade
Shigelle. Ce passage s’effectuerait par la perte de certaines propriétés cataboliques au grés de
la pression de sélection subie par les souches considérées. Cette phylogénie est cependant
controversée.

b) Le pouvoir invasif

D’aprés NATARO ET KAPER [108], la pathogénicité des EIEC* repose a la fois sur leur
pouvoir invasif et sur la production de toxines. Sa compréhension est en grande partie
inspirée de ce qui se passe chez les Shigella spp., transposables chez les EIEC* (la plupart des
facteurs de virulence sont communs aux deux groupes bactériens). Le site d’action des EIEC*
est la muqueuse colique. Le modele courant de pathogénicité des EIEC™ est le suivant :

1) penétration dans une cellule épithéliale ;

2) lyse de la vacuole d’endocytose ;

3) multiplication intracellulaire ;

4) mouvements directionnels a travers le cytoplasme ;
5) extension dans les cellules adjacentes [108].

Si I’infection est séveére, cette séquence d’événements induit une réaction inflammatoire
qui se manifeste par des ulcérations.

Les génes impliqués dans I’invasion des EIEC* sont portés par le plasmide pINV.
Parmi ces geénes, mxi et spa codent pour un appareil de sécrétion de type Ill, permettant la
sécrétion de protéines indispensables a la pathogénicité des souches EIEC*. Les protéines en
question sont entre autres IpaA a D, parmi lesquels IpaB, IpaC et IpaD sont des effecteurs du
phénotype invasif. Il a été montré que IpaC permet I’entrée de Shigella spp. dans les cellules
eucaryotes. IpaB serait plutdt impliquée dans la lyse de la vacuole phagocytaire et dans
I’induction de I’apoptose des macrophages.
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Les mouvements des Shigelles a travers le cytoplasme sont possibles grace a I’extension

d’une queue d’actine fixée a un pdle de la bactérie, et qui s’allonge grace a I’addition d’actine,
propulsant ainsi la bactérie a travers le cytoplasme, le plus souvent dans des directions
latérales. La protéine de surface VirG (codée par IcsA) est essentielle a la nucléation des
filaments d’actine et aux mouvements dans le cytoplasme et vers les cellules adjacentes.
La régulation des génes de virulence des Shigelles est complexe. VirR agit conjointement
avec VirF, un activateur transcriptionnel codé par le plasmide pINV. VirR code pour une
protéine « histone-like », la protéine drdX. VirF a de nombreux effets, dont certains sont
exercés par I’intermédiaire de I’activateur transcriptionnel VirB.

c) La production d’entérotoxines

Dans la plupart des infections a EIEC* ou Shigella spp., seule une diarrhée aqueuse
survient. NATARO et al. ont cloné et séquencé un géne plasmidique, le géne sen, qui code pour
une protéine de 63kDa. Une mutation sur ce gene induit une diminution significative de
I’activité entérotoxique par rapport aux souches parents. Le role de Sen en tant
gu’entérotoxine n’est pas prouvé, mais sa présence pourrait expliquer les caractéristiques de
diarrhées aqueuses attribuées aux EIEC* [107].

d) Les principaux sérogroupes associés aux EIEC

Le laboratoire de référence d’E. coli de la faculté vétérinaire de Lugo (Espagne)
dresse une liste des 11 principaux sérogroupes associés aux EIEC [39]: 028, 029, 0112,
0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164, 0167 et O171.

Parmi ces sérogroupes, certains sont également fréquemment associés a des souches
VTEC, isolées chez les bovins (sérogroupes 0136 et O171 notamment), et chez les ovins
(sérogroupes 0112 et O136); on retrouve de méme les sérogroupes 029, 0136 et 0171 parmi
les 35 sérogroupes principalement associés aux ETEC isolés chez des patients humains [39].

En bref :

Proches des Shigella spp., les EIEC* ont la capacité de franchir la membrane cytoplasmique,
et évoluent ensuite a I’intérieur des cellules de leurs hotes, échappant ainsi au systéeme
immunitaire. Le pouvoir invasif de ces souches s’explique en grande partie par des facteurs de
virulence codés au niveaux du plasmide pINV. La production d’une entérotoxine, appelée
Sen, est également suspectée.
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6. Concernant les souches EAggEC

a) Symptomes et pathogénicité

D’aprés NATARO et al. [108], les signes cliniques observés sont de la diarrhée,
généralement mucoide, parfois hémorragique ; la présence de leucocytes dans les selles est
parfois suspectée (marqueur utilisé : lactoferrine). Les patients n’ont pas de fievre, ou trés
peu. CERNA et al. [16] précisent également que les EAggEC™ sont responsables d’un retard de
croissance chez les enfants atteints.

CERNA et al. [16] rappellent que la pathogénicité des EAggEC* est couramment décrite
par I’adhésion des bactéries grace a des fimbriee, suivie de I’exfoliation des cellules
épithéliales, entrainant la diarrhée. Une cytokine et plusieurs entérotoxines semblent
contribuer a la diarrhée sécrétoire. La flagelline serait impliquée dans le relargage
d’interleukine 8 (IL8), responsable d’une inflammation du tube digestif. Quels sont les
supports de cette pathogénicite ?

b) Le profil d’adhésion sur cellules Hep-2 des EAgQEC

Rappelons que les EAggEC* sont des E. coli caractérisés par un type d’adhésion
aggrégative en « briques empilées » [61] , mis en évidence par culture sur cellules Hep-2*.
Elles sont a I’origine chez I’homme d’une nécrose du pdle apical des villosités intestinales,
avec cedeme inflammatoire et hémorragique de la sous-muqueuse.

Dans leur synthese sur les EAGQEC*, LAW ET CHART [77] font le point sur les méthodes
utilisées en 1998 pour mettre en évidence les profils d’adhésion des bactéries. La méthode
décrite en 1979 par CRAVIOTA et al. permet de mettre en évidence trois profils d’adhésion,
« Local Adhesion » LA, « Diffuse Adhésion » DA et « Aggregative adhesion » AA, alors que
son adaptation en 1984 par SCALETSKI ne permet de distinguer que les profil LA du profil
DA. Les souches AA sont alors classées sous les profils DA ou LA. De plus, le classement
des souches dans I’'un ou I'autre des profils est laissé & I’appréciation de I’histologiste... ce
qui réduit la sensibilité du test. Actuellement, la détermination du profil d’adhésion en briques
empilées reste la méthode de référence pour mettre en évidence des EAggEC*.

Cependant, le groupe des EAgQEC* est trés hétérogene [97, 108]. Le seul fait de
découvrir une souche capable de causer des adhésions aggrégatives n’est pas suffisant pour
dire que cette souche sera pathogéne pour I’lhomme. La détection de facteurs de virulence
spécifiques est nécessaire.

c) Les principaux facteurs de virulence des EAggEC

CERNA et al.[16] rappellent que les principaux facteurs de virulence des EAgQgEC* sont
portés par un plasmide de 65MDa, le plasmide AA. Parmi ces facteurs de virulence, on peut
citer :

- des fimbrie d’adhésion aggrégative, AAF/I, AAF/Il et AAF/III [98], responsables de
I’adhésion en murs de briques des EAgQgEC*, et de I’hémagglutination des érythrocytes
humains, ainsi que de I’auto-agglutination des EAggEC* (NATARO et al. [104]). Le gene
codant pour AAF/I est divisé en deux régions sur le plasmide AA [105] et code pour la
synthése de 4 protéines aggrégatives, constitutives de AAF/I. Ce dernier est codé par aggA4,
aggB, aggC et aggD [98] ; AAF/1I est codée par le géne aaf4 ;

- une protéine anti-agrégative (ou dispersine) Aap (anciennement AspU), mise en évidence
en 2002 par SHEIKH et al. [141], est excrétée dans le milieu extracellulaire, et est liée de fagon
non covalente a la surface des bactéries, formant une couche qui disperse les bactéries. Elle
contrecarre donc les fimbriz d’adhésion AAF plutdt favorables a leur rapprochement ;

- un activateur de transcription AggR, qui en milieu acide active la transcription des sous
unités de piline AggA [106], constituant le fimbrize AAF/I. La dispersine Aap est également
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sous contrble de I’activateur AggR [141], de méme qu’un large cluster de genes codé par le
chromosome ;

- une entérotoxine : Plasmide Encoding Toxine PET, isolée, caractérisée et séquencée par
I’équipe de ESLAVA et al. [36], est de la classe des protéines auto-transportées, caractérisee
par une région C-terminale trés conservée, organisée en feuillets beta, formant un pore par
lequel est transportée la protéine mature. Des modéles expérimentaux sur jéjunum et iléon de
rat tendent & prouver qu’elle peut induire des perturbations de la perméabilité membranaire,
pouvant conduire a de la diarrhée (accumulations de fluide in vitro, 1ésions de la muqueuse
iléale de rat, diminution de la résistance électrique des tissus de jéjunum de rat in vitro).

De plus, d’autres facteurs de virulence, chromosomiques ou plasmidiques, ont été
isolés :
- EAST, une toxine de faible poids moléculaire, initialement isolée aprés un épisode de
diarrhée 8 EAggEC™* sur des enfants au Chili. Cette toxine a été retrouvée également chez des
EHEC*, des ETEC*, des DAEC*, des EPEC™ et des salmonelles [156]. Elle est codée par le
géne aspA, que I’on retrouve sur le plasmide AA ou sur le chromosome, en une ou plusieurs
copies. Différentes variantes de cette toxine ont été trouvées [91], dont I'une est associée a
des diarrhées plus sévéres chez I’lhomme : EASTL1 isolée sur la souche O-42. A ce jour il n’a
pas été montré que EASTL puisse a elle seule provoquer de la diarrhée [156]. On pense
cependant, a la lumiére des études épidémiologiques conduites chez I’lhomme et chez I’animal
(le porc principalement), qu’il y aurait une synergie entre EASTL1 et d’autres facteurs de
virulence portés par les souches pathogénes, comme F4 chez le porc. Il faut noter également
qu’au cours d’une épidémie chez I’homme au Japon, le seul facteur de virulence isolé sur les
souches d’E. coli suspectées d’étre a Iorigine de cette épidémie est EASTL...
L’administration de la toxine purifiée a I’animal permettrait de savoir s’il en résulte une
diarrhée ou non...
- une mucinase sécrétée de 116kDa, nommée Pic, codée sur le chromosome, a également été
isolee.

d) Détection des EAgQEC

Les EAQgEC™* sont un groupe hétérogene, avec des souches pathogénes pour I’homme
et d’autres non. Les mécanismes de virulence ne sont pas bien établis a I’heure actuelle. Si la
détermination du profil d’adhésion reste la méthode de référence, elle n’en reste pas moins
une méthode longue et colteuse, nécessitant du personnel qualifié pour reconnaitre les
modifications histologiques.

La reconnaissance de facteurs de virulence associés reste une solution d’avenir, I’enjeu

étant de trouver des marqueurs a la fois spécifiques et fortement présents au sein des
EAQQEC™.
Classiqguement, I’amorce CVVD432 est utilisée pour détecter le plasmide AA. Elle s’hybride
avec 89% des souches EAggEC* confirmées par adhésion sur cellules Hep-2*, mais sa
sensibilité varie beaucoup selon les études. Le gene ast4 a également été proposé, mais
s’avere étre peu spécifique du fait qu’on retrouve des toxines EAST1 dans des souches non
EAgQQEC™* [156].

Afin d’améliorer la détection des EAggEC™*, CERNA et al. [16] ont évalué une méthode
de détection par PCR* multiplex, avec amplification de trois séquences portées par le
plasmide AA. lls proposent ainsi d’utiliser trois amorces aggR, aap et une amorce AA autre
que CVD432 pour détecter ce plasmide par PCR* et par hybridation sur empreinte de
colonies*. La PCR* permet de mettre en évidence 24 des 28 souches reconnues EAggEC*
par essai sur cellules Hep-2*, avec pour 23 d’entre elles I’'amplification des trois amorces.
L’hybridation sur empreinte de colonies* permet de détecter 23 souches, avec, pour 20
d’entre elles, hybridation avec les 3 amorces.

MOON et al. [98] ont recherché par PCR* les génes aggA, aggR, aafA, astA, pet et pic
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dans neuf souches isolées dans les feces de 53 enfants diarrhéiques en 2003. Toutes les
souches ont présenté un profil aggrégatif sur cellules Hep-2*, et étaient positives pour aggR et
astA. 8/9 se sont révélées positives pour Pic et 3 pour aafA et Pet. Les auteurs concluent de
cette étude que aggR est un bon marqueur pour la recherche des EAggEC*.

e) Les principaux sérogroupes associés aux EaggeC

Le laboratoire de référence d’E. coli de la faculté vétérinaire de Lugo (Espagne) dresse
une liste des 38 principaux sérogroupes associés aux EIEC [39]: O3, 04, O5, 06, O7, 09,
011, 015, 017, 021, 025, 044, O51, 055, 059, 069, 073, O77, O78, 085, 086, 091,
092, 099, 0104, 0106, 0111, 0113, 0114, 0125, 0126, 0130, 0131, 0134, 0141, 0153,
0162 et 0168.

Parmi ces sérogroupes, 3 sont également associés aux EHEC* (091, O111 et 0113), 14
sont également associés aux ETEC™* isolés chez I’homme (04, 06, 07, 09, 015, 017, 021,
025, 077, 078, 085, 0114, 0126 et 0153), et 13 sont également associés aux EXPEC*
uropathogénes et septicémiques (04, 06, 07, 09, 011, 015, 017, 021, 025, 077, 078, 085
et 086).

En bref :

Le groupe des EAggEC* est trés hétérogéne, regroupant des souches pathogénes pour
I’lhomme et d’autres non; leur principale caractéristique est la formation de Iésions
aggrégatives en briques empilées, observées in vitro sur cellules Hep-2*. Les génes codant
pour ce profil d’adhésion sont portés par un plasmide AA, dont la mise en évidence peut
passer par la recherche PCR* d’un gene de régulation. Certaines souches produisent
également une toxine : EAST1, également produite par d’autres pathovars* d’E. coli.
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7. Concernant les souches ExXPEC

a) Caractéristiques communes aux EXPEC

Rappelons que les infections a EXPEC*, communes aux hommes et aux animaux,
peuvent entrainer une infection au niveau de tout organe ou site anatomique. Le plus souvent,
ces infections incluent des infections du tractus urinaire (ITU), des méningites néonatales,
mais elles peuvent également comprendre diverses infections intra-abdominales, des
pneumonies, des infections des tissus mous, des coagulations intra-vasculaires disséminées
(CIVD), des ostéomyélites [89].

Les EXPEC* portent des facteurs de virulence comme des adhésines, des fimbrize, des
hémolysines et des aérobactines qui participent a la pathogénicité de ces bactéries.

Rappelons que la pathogénicité des EXPEC* repose sur [86] :

- le franchissement d’une muqueuse, digestive ou respiratoire ;

- la dissémination dans I’organisme par voie sanguine, ce qui implique la survie de la
bactérie dans le sang ;

- la colonisation d’un organe cible avec adhésion, internalisation et multiplications
intracellulaires.

(1)Le franchissement des muqueuses par les ExPEC

Cette étape est encore peu connue. Globalement, trois mécanismes sont décrits dans le
monde bactérien, qui permettent le franchissement de la barriére intestinale [86] :

- pénétration via les cellules M des plaques de Peyer suivie de pénétration dans les
entérocytes par la base et extension collatérale (décrit chez Shigella et les EIEC¥*) ;

- pénétration via les cellules M des plaques de Peyer suivie d’invasion de la sous-muqueuse
et de dissémination plus ou moins lointaine selon les especes (décrit chez Yersinia) ;

- pénétration via les entérocytes aprés réorganisation des microvillosités et du cytosquelette
suivie de transcytose et de dissémination (décrit chez Salmonella).

Aucun de ces modeles ne permet de retracer la fagon dont les EXPEC* franchissent la
barriére intestinale. L’implication des toxines CDT* et CNF* est suspectée [86], mais leur
absence dans certaines souches EXPEC* isolées chez des patients humains relance le débat.

Pour ce qui est du franchissement de I’épithélium urinaire, un modéle est présenté pour
les DAEC™ : aprés fixation des adhésines a des récepteurs cellulaires spécifiques, il y a
recrutement de ces récepteurs au niveau du site de fixation, ce qui permet a la bactérie d’étre
véritablement entourée par la membrane cellulaire avant d’étre internalisée.

(2)Invasion et échappement aux défenses immunitaires

Pour survivre dans I’organisme, les bactéries invasives doivent échapper aux défenses
internes constitutives et acquises de I’hdte. En ce qui concerne le contournement des défenses
constitutives, trois stratégies sont globalement décrites [86] :

- séquestration du fer ;
- échappement a la phagocytose ;
- résistance a I’activité bactéricide du complément.

(a) Séquestration du fer

Les bactéries ont besoin de fer pour se développer. Cependant, chez les étre vivants, le
fer libre est rare (concentrations plasmatiques de I’ordre de 10®). Les pools de fer se situent
dans les cellules (associés aux hemes de I’hémoglobine notamment) ou dans les fluides
biologiques, associés a des globulines (transferrine dans le sang, lactoglobuline dans le lait).
Différents mécanismes sont mis en place au sein du monde bactérien pour avoir acces a ce
fer : lyse cellulaire et dégradation de I’hnémoglobine ; récepteurs a la transferrine ou a la
lactoglobuline ; synthése de sidérophores, molécules qui ont une forte affinité pour le fer et
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peuvent ainsi capter le fer porté par les globulines de I’héte.

Les EXPEC* séquestrent le fer de leur héte via la synthése de sidérophores. Plusieurs
systemes sont impliqués :
- le systeme entérobactine : cette protéine fixe des ions ferriques Fe"" ", puis va se fixer sur
un récepteur membranaire bactérien. Le complexe est pris en charge par un transporteur
péﬂplasmique puis gagne le cytoplasme bactérien ou une estérase permet la libération de fer
Fe™";
- le systeme aérobactine : I’aérobactine fixe des ions Fe™ " qu’elle libére apres fixation sur
un récepteur de la membrane externe. Elle est ensuite recyclée et le fer gagne la membrane
cytoplasmique par un systeme de transport actif encore mal connu ;
- le systeme yersiniabactine, encore mal connu ;
- le_systéeme de sidérophores IroN et IreA, d’identification récente. IroN code pour un
récepteur (Salmocheline) qui se lie a I’entérobactine avec beaucoup d’affinité [96].

Les supports génétiques de ces systemes sont souvent des éléments mobiles du génome,
traduisant leur capacité a se répandre au sein d’une population bactérienne :

+++

+++

Tableau 5 : Les supports génétiques des différents sidérophores rencontrés chez les
EXPEC (d’aprés [85]).

Nom Support génétique

Aérobactine Plasmide ou chromosome : codé par 5 genes iuc (Iron Uptake Chelate) et
un gene iut (Iron Uptake Transport), souvent situé sur le plasmide ColV,
mais également sur le chromosome bactérien pour les souches EIEC*,

Entérobactine | Chromosome : codé par un groupe de génes chromosomiques, entre
autres entA-F qui codent pour I’entérobactine, fepA-G qui codent pour le
récepteur membranaire FepA et pour le transporteur périplasmique
FepB...

Yersiniabactine | Chromosome : ilot de pathogenicité HPI de Yersinia spp.

Systeme  IreA | Chromosome.
et IroN

La présence concomitante de plusieurs systemes de captation du fer sur une méme souche
est intrigante. DEZFULIAN et al. [30] émettent I’hypothése que le « choix » du sidérophore
exprimé se ferait en fonction de I’environnement dans lequel elles évoluent, ou du stade de
I’infection. Par ailleurs, ces auteurs rappellent que les sidérophores peuvent également
affecter le systéme immunitaire, et notamment réduire la prolifération des lymphocytes T.
Cette propriété peut également contribuer a I’avantage sélectif des souches ayant trois
systemes de sidérophores.

(b)Echappement a la phagocytose

L’intrusion d’un élément étranger dans I’organisme déclenche la mise en place d’une
réaction immunitaire non spécifique visant a le détruire. La phagocytose, ou digestion d’un
élément reconnu comme du non-soi par des phagocytes, est au cceur de ce systéeme de
défense. Elle est souvent schématisée en 4 étapes [86]:

I) migration dirigée de phagocytes neutrophiles et macrophages d’origine locale et sanguine
vers le site d’infection;

I1) liaison avec les bactéries, aprés opsonisation éventuelle, et phagocytose ;

I11) stimulation du métabolisme oxydatif ;

IV) fusion phagosome/lysosome et mise en action des mécanismes tueurs des lysosomes ;

V) élimination des débris et déclenchement de la réponse immunitaire par présentation
d’épitopes a la surface en combinaison avec les complexes majeurs d”histocompatibilité.
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Les bactéries envahissantes peuvent se défendre contre la phagocytose en prévenant
I’afflux de cellules phagocytaires, en évitant la phagocytose elle-méme ou en échappant a la
destruction aprés phagocytose : soit par lyse du phagosome, soit par inhibition de la fusion
avec les lysosomes, soit par résistance aux mecanismes de destruction des lysosomes [86].

Comme les EXPEC* ne sont pas des bactéries intracellulaires facultatives, elles ne
pourraient survivre apres ingestion par les cellules phagocytaires. Il leur faut donc prévenir
I’afflux de phagocytes ou la phagocytose. Le mécanisme le plus fréquent est la prévention de
la phagocytose elle-méme [86].

Les facteurs de virulence associés a I’échappement de la phagocytose sont
principalement les antigénes de surface K, avec en chef de file I’antigéne K1, porté par les
souches responsables de méningites néonatales chez I’homme [86]. Le rdle des antigénes O
dans I’échappement de la phagocytose est suspecté mais non prouve.

(c)Résistance a I’activité bactéricide du complément

Le systeme du complément est également un pilier central de la réaction immunitaire.
Le contourner permet donc aux bactéries qui en sont capables de se répandre dans
I’organisme de I’héte.

L’ antigéne K1, contenant de I’acide N-acétyl-neurominique, est capable de bloquer la
voie alternative du complément. De plus, il est peu immunogene, stimulant faiblement la voie
classique.

L’ antigéne O est également capable de bloguer la voie alternative, surtout quand il est
tres ramifié, car il induit un encombrement stérique qui gene la fixation des molécules du
complément impliquées dans la lyse bactérienne.

L’insertion de protéines comme Iss, TraP ou OmpA dans la membrane bloque aussi la
lyse bactérienne par la voie alternative du complément.

b) Caractéristiques des principaux EXPEC

(1)Les UPEC, Urinary Pathogenic E. coli

Ce pathovar™ est capable de coloniser les voies urinaires, et d’atteindre le rein par voie
ascendante. Le plus souvent, les bactéries responsables d’infections urinaires gagnent
I’appareil urinaire par voie rétrograde, causant des cystites, des pyélonéphrites ou des atteintes
glomérulaires. La colonisation de ce milieu met en jeu :

- un systéeme d’adhésion a I’épithélium urinaire ;

un systéme de captation du fer ;

des toxines et protéases ;

- d’autres facteurs de virulence : une capsule et les LPS qui protégent la bactérie de la
phagocytose et empéchent I’activation du complément.

Différents systemes d’adhésion sont rencontrés au sein des UPEC* [3], parmi lesquels :
- les pili de type 1, porteurs d’une adhésine FimH, qui permettent I’adhésion aux cellules
épithéliales de la vessie ;
- les pili P et leur adhésine PapG, sont souvent associés aux souches responsables de
pyélonéphrites ;
- les adhésines Afa/Dr des souches DAEC* ;
- despili S.

Les systemes de captation du fer rencontrés sont le plus souvent I’aérobactine, les
sidérophores IroN et IreA.

Trois toxines ont été identifiées sur les souches UPEC* [3] : une hémolysine, HIyA, une
toxine CNF*-1 et une sérine Sat.
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- HIyA provoque la formation de pores dans la membrane cellulaire, d’ou des pertes de
calcium, pouvant conduire a la mort des cellules tubulaires et rénales sur des modeéles in
Vitro ;
- la sérine Sat, secreted autotransported, a des effets cytotoxiques sur les cellules du tractus
urinaire in vitro ;
- Le CNF*-1 (cytonecrosis factor 1) influe sur le cytosquelette cellulaire et peut conduire in
vitro a la mort de cellules vésicales et a I’inhibition de la phagocytose par les granulocytes
polynucléaires neutrophiles.
Certains chercheurs ont proposé de créer un nouveau groupe d’E. coli, les NTEC* pour
Necrotoxigenic E. coli, regroupés par leur capacité a synthétiser un facteur de nécrose
cytotoxigue CNF*. Au moins deux types de CNF* ont été mis en évidence : CNF*-1 et
CNF*-2. Ces deux toxines induisent un élargissement et une multinucléation des cellules
Vero* et HeLa*, provoquent des nécroses sur de la peau de lapins et sont mortelles pour les
souris. Le réle de ces toxines dans la pathogenése des souches est incertain. CNF*-1 est plutdt
associé a des souches UPEC*, alors que CNF*-2 est plutdt associé a des souches
diarrhéogenes.

Deux protéases ont également été identifiées [3]: Pic et TSH, qui sont souvent
associées aux souches impliquées dans les pyélonéphrites.

ANDERSON et al. [3] décrivent la formation par les UPEC* de «communautés
bactériennes intracellulaires » (CBI*), formeées par internalisation d’UPEC* dans les cellules
superficielles de la vessie. Ces bactéries intracellulaires se multiplient ensuite, formant une
sorte de biofilm dans la couche superficielle de cellules épithéliales vésicales. Parfois, des
bactéries sont libérées dans la lumiere vésicale, et vont « coloniser » d’autres cellules,
donnant naissance a une autre communauté. La formation de ces CBI* permet aux UPEC*
d’échapper a la réaction immunitaire de leurs hotes, et aux antibiotiques extracellulaires. Les
CBI* expliquent les rechutes fréquentes lors d’infection du tractus urinaire malgré un
traitement antibiotique adéquat.

(2)Les ExPEC impliqués dans les méningites néonatales (NMEC)

Le groupe des EXPEC* responsable de méningites néonatales est restreint [10]. 80% des
souches impliquées dans des méningites néonatales humaines sont de sérotype capsulaire K1,
associé au sérotype 018 et 019 dans 50% des cas. Les souches les plus souvent isolées sont
historiquement O18:K1:H7 et O7:K1, réparties mondialement, et plus récemment O83:K1
aux Pays Bas notamment et 0O45:K1:H7 en France et en Hongrie, avec des prévalences
proches de celle du sérotype O18:K1:H7. L’analyse génomique par ribotypage confirme le
fait que peu de clones sont capables d’induire des méningites.

Pour induire des méningites, les NMEC* doivent [10] :

1) gagner le secteur sanguin ;
2) survivre et se multiplier dans le secteur vasculaire ;
3) passer la barriere hémato-méningée.

(a) L atteinte du secteur sanguin

Trois voies d’entrée sont décrites [10] :

- la translocation a travers la barriére intestinale (dans la majorité des cas), ce qui est
possible dés que la concentration en NMEC* dans les féces est proche de 10°. Les facteurs de
virulence impliqués dans la translocation sont encore méconnus, avec un réle suspecté de
I’antigéne K1 dans la colonisation intestinale [10] ;

- la traversée de I’épithélium urinaire suite a une ITU* (dans 20% des cas). Certaines
souches portent des facteurs de virulence associés aux ITU*: O45:K1:H7 est responsable
d’urosepsis chez I’adulte, et exprime I’alléle pap2, codant pour une adhésine de type PagG
[10]. La présence de ce facteur de virulence explique la persistance des souches dans le
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tractus urinaire. Pour ce qui est du passage de I’épithélium urinaire, rien n’est démontré a ce
jour.

- le passage dans le sang feetal in utero, lors de bactériémie chez la mére, souvent secondaire
a une pyélonéphrite.

(b)Les facteurs de virulence retrouvés chez les NMEC

Les mécanismes qui permettent aux NMEC* de gagner I’espace sous-arachnoidien sont
encore mal connus. Des modeles expérimentaux et la meilleure connaissance des génomes de
souches NMEC* donnent des éléments de réponse sur les facteurs de virulence impliqués.
Ainsi, I’étude des souches 018:K1:H7 a permis de mettre en avant certains de ces facteurs. Le
groupe des O18:K1:H7 est tres homogéne. Ces bactéries expriment des fimbrie récemment
mis en évidence [10], MatB, que I’on ne retrouve pas chez les autres E. coli, ainsi que des pili
de type 1, des pili S, mais pas de fimbriz P ni 1C. lIs ne produisent pas d’hémolysine. L’étude
in vitro du passage de la barriere hémato-méningée par ces souches a permis de mettre en
avant qu’il faut initialement une forte quantité de bactéries dans le sang. Cette phase
impliquerait I’antigéne de capsule K1 (retrouvé chez 81 & 89% des souches analysées) et la
salmocheline IroN (retrouvées dans 62 a 64% des souches analysées). Ensuite, les E. coli se
fixent aux cellules de la barriére avant de les envahir. Pour induire des méningites, il faut que
les bactéries traversent la barriere en vie. Différents facteurs sont impliqués dans le
phénomeéne d’invasion (antigene de capsule K1 ; fimbrie S retrouves dans 28 a 59% des
souches isolées ; invasine IbeA retrouvée dans 32 & 38% des souches isolées ; CNF*-1
retrouvée dans 9 a 10% des souches isolées, ...) mais le mécanisme exact n’est pas élucide.
De plus, certaines souches sont dépourvues d’adhésines spécifiques (comme SfaS) ou
d’invasine (comme IbeA) et peuvent tout de méme traverser la barriere hémato-méningée.

Des sidérophores sont également retrouvés chez les NMEC* : salmocheline chez 62 a
64% des souches, Yersiniabactine chez 94 a 99% et Aérobactine chez 61 a 80% [10].

Aucun des facteurs de virulence précédemment cités n’est constamment associé aux
souches NMEC*. Leur pathogénicité semble plut6t conférée par différentes combinaisons de
déterminants génétiques dont certains restent inconnus [10]. Globalement, la survenue d’une
méningite 8 NMEC™* peut étre considérée comme une conséquence d’un déséquilibre entre les
défenses de I’hote et les facteurs de virulence des E. coli.

(3) Les ExPEC agents de septicémie

MOKADY et al. [96] ont synthétisé les connaissances actuelles issues de la comparaison
des génomes de deux souches septicémiques aviaires de sérotype O78 et O2, par comparaison
de 158 génes de E. coli K12, via la méthode « suppressive substractive hybridization* ». 45
séquences spécifiques ont été trouvées parmi les 14 souches septicémiques comparées. Parmi
ces séquences, quelques unes sont retrouvées dans toutes les souches septicémiques, ce qui
laisse supposer qu’elles sont d’acquisition ancienne, alors que d’autres ne sont présentes que
sur quelques souches, laissant penser a une acquisition plus récente. Peu de génes de virulence
communs ont été trouvés. MOKADY et al. [96] concluent que les souches septicémiques
utilisent différents genes pour jouer le méme rdle. Chaque souche posséde une combinaison
unigue de genes, conduisant a un tableau clinique identique. Ainsi, un large pool de facteurs
de virulence est accessible aux souches septicémiques. MOKADY et al. [96] classent ce pool de
facteurs de virulence en 5 catégories :

(a) Des adhésines

De nombreuses adhésines sont retrouvées sur les souches EXPEC* septicémiques. Par
exemple des fimbrie P sont associés aux souches O2 ; des pili AC/lI aux souches O78
(proches des pili S des souches impliquées dans les méningites néonatales humaines),
associées a une adhesine présumée non fimbriaire, et un fimbriee long polaire (Ipf). Ils
rapportent également que I’adhésion de souches humaines se fait souvent via des fimbriz P,
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alors que celle des souches bovines se fait par les facteurs de colonisation F5 (=K99).

GYLES et al. [51] citent a titre d’exemple le complexe fimbriaire F165 qui est produit
par les souches impliquées dans la septicémie chez les porcelets, veaux et humains [51]. La
souche F165 positive de E. coli O115, qui cause la septicémie chez le porc, exprime au moins
deux fimbriaa qui sont sérologiquement et génétiquement distincts F165; et F165,.

Les F165;, encodés par le groupe de genes foo, sont associés au fimbriee F11, un
membre de la famille des fimbriz P, et porte I’adhésine G de classe Ill. Les mutants F165;
négatifs d’une souche pathogéne d'E. coli O115 sont moins virulents chez les porcs infectés
expérimentalement.

Les fimbriee F165;, encodés par le groupe de génes fot, sont étroitement reliés au
fimbrie F1C qui s’attache au plasminogene et augmente la formation de plasmine par la
présence d’activateur. A ce jour, I’implication de F165-2 dans la colibacillose porcine n’est
pas démontrée.

(b)Une capsule
Des génes capsulaires sont fréquemment rencontrés : K1 pour O2, capsule de type IV
pour O78.

(c)Le plasmide ColV

Ce plasmide est fréquemment retrouvé chez les EXPEC*. Il code pour des colistines* V,
le systeme de sidérophore « aérobactine », des facteurs de résistance sérumiques. D’autres
systemes de séquestration du fer, codés sur le chromosome, sont également présents.

(d)Des systemes de sécrétion des protéines de type Il1

Ils sont fonctionnels et nécessaires aux souches septicémiques. Les protéines sécrétées
semblent également impliquées, comme OmpA, dont le r6le pathogéne est supposé, car elle
est capable de fixer une élastase neutrophile, enzyme aux propriétés bactéricides.

(e) Des toxines

MOKADY et al. [96] précisent que des toxines ont €té retrouvées, mais ne sont pas
considérées comme des facteurs critiques de virulence.
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c) Les principaux sérogroupes associés aux EXPEC

Le laboratoire de référence d’E. coli de la faculté de Lugo (Espagne) [39] dresse une
liste des principaux sérogroupes associes a quelques EXPEC*. Les critéres de définitions des
EXPEC pris en compte ici sont cliniques (isolement des souches chez des patients) ou
phénotypiques pour les souches NTEC citées.

Tableau 6: Les principaux sérogroupes associés aux EXPEC isolés chez I'homme et chez
les animaux (d’aprés [39]).

Pathovar Nombre de | Sérogroupes
sérogroupes
E. coli septicémiques | 26 01, 02, 05, 06, 08, 09, 011, 012, 014, 015, 017,
d’origine aviaire 018, 020, 035, 036, 045, 053, 078, 081, 083,
088, 0102, 0103, 0115, 0116 et 0132,
UPEC et E. coli 25 01, 02, 04, 06, 07, 08, 09, 011, 012, 014, 015,
septicémique isolés 016, 017, 018, 021, 022, 025, 050, 075, O77,
chez des patients 078, 081, 083, 085 et O86.
humains
NTECL1 isolés chez 24 01, 02, 04, 05, 06, 08, 09, 012, 014, 018, 021,
I’lhomme et I’'animal 022, 024, 025, 029, 054, O75, O76, 078, 083,
085, 086, 091 et 0117.
NTEC?2 isolées chez | 18 01, 02, 03, 08, 014, 015, 055, O75, O78, 086,
des bovins 088, 0115, 0117, 0121, 0123, 0147, 0153 et O168.
En bref :

Les EXPEC* forment un groupe hétérogene d’E. coli, pouvant se disséminer partout dans
I’organisme, le plus souvent impliqués lors d’infections du tractus urinaire, de méningites
néonatales ou de septicémies. Une grande diversité est rencontrée au sein des souches
EXPEC*, avec un pool de facteurs de virulence accessible, dont le panachage définit la
pathogénicité de la souche porteuse. Parmi ces facteurs, les adhésines jouent un rdle central,
permettant la colonisation de milieux extra-digestifs, I’internalisation des souches et
I’échappement aux réactions immunitaires de leurs hétes.
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8. Concernant les souches DAEC

Initialement, le terme de « Diffusely adherent E. coli » (E. coli a adhésion diffuse) était
utilisé pour désigner toute colonie qui adherait aux cellules Hep-2*, sans former de micro
colonies EPEC*-like. Avec la découverte des EAQgEC*, les DAEC* ont ensuite été
présentées comme une classe a part, potentiellement pathogene pour I’lhomme, caractérisée
par sa capacité a former des lésions diffuses sur cellules Hep-2* [77].

a) Classification et détection des DAEC
SERVIN [140] présente une classification des DAEC* en deux classes :

Tableau 7: Classification des DAEC (d'apres SERVIN [140]).

Adhésines couramment

Classes Sous classes o
associées :

DAEC* typiques : DAEC™ capables de se
1) organisation génomique identique | fixer sur le

. ) . . AfaE-I1l ; Dr ; F1845
2) se lient au «decay accelarating | « carcinoembryonic

factor » DAF® antigen », CAE
3) favorise le regroupement de ces | DAEC* incapables de se AfaE-1 - Drll -
facteurs DAF fixer sur le CAE ’ '

DAEC™ atypiques qui
expriment classiquement | AfaE-VII, AfaE-VIIlI,

DAEC* atypiques : une des adhésines AAF-I, AAF-II, AAF-III
1) organisation génomique identique | désignées ci-contre

2) ne se lient pas au DAF AIDA-I et LEE : on parle

DAEC* atypique qui

5 de DA-EPEC* :
pgtr;((e) ugnlilcoitéq‘e AfakE-l + LEE : on parle
parnog de ET5 DA.

® Les adhésines Afa, Dr et F1845 reconnaissent des sites distincts de la molécule appelée
" decay accelerating factor " ou DAF, une glycoprotéine membranaire qui régule la cascade
du complément et protége les cellules eucaryotes contre une action mal dirigée de ce dernier.
Le DAF est présent sur de nombreuses cellules, mais sa densité varie en fonction du tissu, de
la cellule et du groupe sanguin : les globules rouges du groupe sanguin Dr, les cellules
endothéliales et les cellules épithéliales urinaires et intestinales en sont particuliérement
riches. Le DAF est aussi présent sur la surface des cellules HeLa* et Hep-2* en culture,
donnant par la I’'image typique de I’adhésion diffuse des souches DAEC* qui produisent ces
adhésines [85].

Le récepteur de I’adhésine Afa-VIII est différent du DAF, mais pourrait étre proche de celui
de I’adhésine M. L’adhésine M reconnait un récepteur différent, a savoir la glycophorine AM
qui fait partie du groupe sanguin M. Les adhésines Nfa reconnaissent aussi un récepteur
différent, a savoir I’entité N-acétyl-D-glucosamine, comme les adhésines fimbriaires F17.

La détection des souches DAEC* repose classiquement sur la recherche de profils
d’adhésion diffus sur cellules Hep-2* ou sur cellules HeLa*. De plus en plus d’équipes
mettent au point des méthodes d’identification par PCR* de séquences de genes codant pour
les adhésines d’adhésion diffuse.

b) Les signes cliniques associés

Les DAEC* sont principalement capables d’induire des signes cliniques extra-
intestinaux. Ainsi, SERVIN [140], dans sa revue sur les DAEC* porteurs de I’adhésine Afa/Dr,
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fait état de souches DAEC* responsables d’infections urinaires : des DAEC* sont isolés dans
25 a 30% des cystites chez les enfants, et dans 30% des cas de pyélonéphrites chez les
femmes enceintes.

Par contre, leur implication dans les diarrhées est controversée : ainsi, I’administration
expérimentale de deux souches DAEC* a deux groupes d’adultes volontaires, aucun des 43
adultes n’a déclaré de diarrhée, malgré la positivité en DAEC* des échantillons de féces
prelevés [148]. L’isolement de souches DAEC* dans les féces d’enfants diarrhéiques rapporté
par d’autres études tend a faire penser le contraire [140, 108, 92]. Une étude rapporte le cas de
patients atteints de diarrhées aqueuses, sans sang ni leucocytes fécaux [108]. Une hypothése a
été avancée pour expliquer les différences épidémiologiques observées : la fenétre d’age de
réceptivité maximale aux DAEC* serait étroite, située entre 1 et 5 ans[92]. Les études
conduites sur d’autres populations tendraient donc a sous-estimer I’importance réelle des
DAEC* [108].

La présence de DAF sur les cellules endométriales a été mise en évidence, ce qui
impliquerait que ces cellules soient des cibles potentielles pour les DAEC*. Des études
suspectent la présence de DAEC* dans les sérosités utérines lors d’accouchements prématurés
chez la femme ; des modeles murins confirment I’implication des DAEC* dans les mises bas
prématurées.

c) Les facteurs de virulence des DAEC typiques

Il convient de distinguer ce qui se passe au niveau des cellules épithéliales urinaires de
ce qui se passe dans I’intestin [140]:

(1) Au niveau de I’épithélium urinaire
Globalement, le mode d’action des DAEC* responsables d’ITU* peut étre résumé en
deux etapes: une étape d’adhésion aux cellules de I’épithélium urinaire, et une étape
d’internalisation, permettant la survie de ces DAEC* au sein de vacuoles cytoplasmiques. Les
molécules impliquées aux différentes étapes sont de mieux en mieux connues :

(a) Les facteurs d’adhésion

L’adhésion met en cause les adhésines exprimées par les Afa/Dr DAEC*, qui se lient en
particulier au collagéne de type IV et au DAF. La liaison au collagéne de type IV est
nécessaire a I’adhésion des DAEC*, mais elle n’induit pas de Iésions urinaires. En revanche,
I’adhésion aux DAF n’est pas nécessaire dans le modéle de colonisation urinaire murin.
Cependant, les DAF des souris difféerent legerement des DAF de I’homme, ce qui pose des
problémes d’extrapolation.

Les capacités d’adhésions des DAEC* responsables d’ITU* expliqueraient
I’implication de ces souches dans les atteintes urinaires chroniques, en permettant leur
persistance au site d’infection.

(b)Les facteurs d’internalisation

L’internalisation des DAEC* responsables d’ITU* met en jeu un systeme dit «en
fermeture éclair » (zipper-like) : la fixation de DAEC* responsables d’ITU* sur les récepteurs
DAF entraine leur recrutement sur le site d’adhésion. La bactérie va ainsi s’entourer de
membranes cellulaires via les interactions entre ces adhésines et les récepteurs regroupés
autour d’elle. Ces liaisons induisent également le déclenchement d’une cascade réactionnelle
intracellulaire, aboutissant a un réarrangement structurel du cytosquelette, avec élongation de
pseudopodes, permettant a terme I’internalisation de la bactérie adhérente au sein d’une
vacuole. L’internalisation met en jeu des sphingolipides et des cholestérols (regroupés sous le
terme de « lipids raft ») présents dans la membrane cellulaire, qui sont recrutés au niveau du
site d’internalisation. Ce mécanisme d’action est proche de celui développé entre autres par
Yersinia spp., mais il ne met pas en cause la méme cascade réactionnelle.
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Les facteurs de virulence impliqués dans I’internalisation ne sont pas tous connus. A ce
jour, on peut citer I’adhésine DraE qui se fixe sur un récepteur DAF et recrute une intégrine
(Pintégrineysgi) pour permettre I’internalisation. Une invasine, AfaD, a également été mise en
évidence sur des souches ayant I’adhésine AfaE-111 : AfaE-111 permettrait I’adhésion alors que
AfaD serait nécessaire a I’internalisation.

(c) Les facteurs permettant la vie intracellulaire

La survie des DAEC* responsables d’ITU* dans les cellules est encore inexpliquee. On
a cependant observé qu’elles restaient dans des vacuoles cytoplasmiques.

(2) Sur les cellules intestinales

(a) Les facteurs d’adhésion

Les adhesines permettent 1a encore la fixation a certains récepteurs exprimés par les
cellules épithéliales, notamment du collagene de type 1V, DAF, CEACAM1, CEA ou
CEACAMG.

La fixation de I’adhésine induit I’activation d’un signal de transduction intracellulaire,
qui aboutit a des lésions fonctionnelles et structurelles de la bordure en brosse (effacement des
microvillosités, réarrangement du cytosquelette et formation de néomicrovillosités) et des
jonctions serrées (perte de I’étanchéité cellulaire).

(b)Les facteurs induisant une réaction inflammatoire

La fixation des DAEC* induit une réaction pro inflammatoire, avec libération de
cytokines dont TNF-o, lequel va stimuler I’expression de récepteurs membranaires reconnus
par I’adhésine (notamment DAF), et qui peut induire une inflammation chronique au niveau
du site d’adhésion. 7 des 19 souches Afa/Dr répertoriées sont également capables d’induire la
sécrétion d’IL-8 [92], mécanisme qui fait intervenir le flagelle.

La différence majeure avec le mécanisme d’action au niveau des cellules épithéliales
urinaires réside dans le fait qu’il n’y a pas d’internalisation des DAEC* au niveau de
I’intestin.

(c)Une entérotoxine

Certaines souches de DAEC* portent le géne sat codant pour une entérotoxine. En effet,
dans une étude brésilienne, le gene satz, codant pour la sérine Sat (Secreted autotransported) a
été mis en évidence sur des souches DAEC* [140]. Une autre étude brésilienne [3] a montré
que cette sérine est capable d’induire des dommages sur des cellules intestinales de lapin en
culture, ainsi que sur des cellules épithéliales. La découverte de cette toxine conforte la thése
selon laquelle les DAEC* seraient des agents de diarrhées. Cependant, le fait que ces souches
disposent de facteurs de virulence pouvant induire des diarrhées ne suffit pas a faire des
DAEC™* des agents de diarrhées. La question de I’émergence de ce pathovar* dans la lumiére
intestinale, au milieu des autres coliformes, n’est pas réglée. La mise en jeu d’hormones
bactériennes, impliquées dans le « quorum sensing » permettant aux bactéries de percevoir la
densité cellulaire du milieu dans lequel elles évoluent, est suspectée.

d) Les facteurs de virulence des DAEC atypiques

Selon la classification proposée par SERVIN [140], les souches atypiques sont divisées
en deux sous classes. Le mécanisme d’action des DAEC* atypiques de sous classe 1 est peu
connu ; leur adhésion est effectuée par les adhésines qu’ils expriment (AfaE-VIl, AfaE-VIII,
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MERZAZ et al. [92] ont étudié les mécanismes de pathogénicité mis en ceuvre par les
DAEC* atypiques. Ils ont recemment mis en évidence que :
- certaines souches atypiques sont capables d’induire la sécrétion d’interleukine 8 (IL8") &
des teneurs identiques a celles permises par les souches Afa/Dr ayant cette propriéte ;
- la sécrétion des 1L-8" est associée & I'invasion des cellules (plus il y a de cellules
intracellulaires, plus les teneurs en IL-8 sont elevées) ;
- les mécanismes d’invasion des DAEC* atypiques dépendent a la fois de réarrangements
des microtubules et des microfilaments, alors que ceux des DAEC™* typiques sont uniquement
dépendants des microtubules ;
- contrairement aux souches Afa/Dr, la sécrétion d’IL-8" induite par certains DAEC*
atypiques n’est pas toujours favorisée par la présence de flagellines.

#IL8 est une molécule impliquée dans la phase précoce de la réponse immunitaire aigué ; elle
a ete isolée dans les feces de patients atteints de diarrhées & EAQgEC™* [92]. L’induction de sa
sécrétion par certaines souches DAEC* conforte la thése selon laquelle ces souches seraient
capables d’induire des diarrhées.

KELLER et al. [68] ont mis en évidence pour la premiere fois la présence de Afa chez
des souches EPEC* typiques. Ces souches étaient capables d’exprimer les deux profils
d’adhésion sur cellules Hep-2*. Ils ont émis I’hypothese que la possession de genes
d’adhésion diffuse par des EPEC* leur conférait un avantage compétitif, en favorisant
I’adhésion des souches a la muqueuse intestinale, facilitant ainsi sa colonisation.
L’observation des lésions d’adhésion laisse penser que I’adhésion diffuse aurait lieu
précocement dans le processus d’adhésion, suivi par la liaison de I’intimine a son récepteur
Tir.

En bref :

Le groupe des DAEC* regroupe des souches porteuses de facteurs d’adhésion diffuse,
adhésines Afa et Dr d’une part, adhésines non Afa/Dr d’autre part. La pathogénicité de ces
souches est encore discutée : certaines souches, aux propriétés invasives, sont impliquées dans
des infections du tractus urinaire, aigués et chroniques alors que d’autres semblent impliquées
dans le déclenchement de diarrhées chez les enfants agés de 1 a 5 ans. Les facteurs de
virulence de ces souches restent encore mal connus.

Les génes d’adhésion diffuse ont également été retrouvés sur des souches LEE+.

C. Conclusion : Complément de définition des principaux groupes d’E. coli

Pour conclure, on peut reprendre la définition des différents groupes d’E. coli
pathogenes proposés par MAINIL (cf. tableau 8), qui met en avant le fait que chaque pathovar,
défini par les facteurs de virulence dont il est porteur, peut étre impliqué dans différents
tableaux cliniques chez I’homme et chez I’animal.
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Tableau 8 : Définitions des principaux groupes d’E. coli pathogénes chez I’lhomme et les
animaux domestiques (source : [85]).

(hémolysine o)

Classe Nom Acronyme Définition Especes
anglophone cibles
o . " : . Hommes,
Entéro-invasif EIEC Envahissement des entérocytes primates
Production d’entérotoxines avec Ruminants,
Entérotoxinogene ETEC* accumulation de fluide dans Eg:rﬁfﬁes
I’intestin, de fimbrie F2 a F6, F41 - '
(chiens)
. \ - Production de la Iésion d’attachement et | Animaux,
Entéropathogene EPEC d’effacement (AE) hommes
Vérotoxinogéne VTEC* Production de toxines actives sur Ruminants ?
Diarrhéogénes : (STEC?) cellules Vero en culture _ hommes ?
Entérites ’ o _ Responsaples d’ur_le entérocollt_e Hommes,
Entérocolites Entérohémorragique | EHEC* souvent hemorragique, production ruminants
de lésions AE* et de Verotoxines
. . - Adhésion agrégative sur cellules Hommes
Enteroadherent EAgGEC en culture : adhésines AAF/I
: Adhésion diffuse sur cellules en Hommes
« Diffuse adherent » | DAEC* culture : adhésines AIDA-1 ou Afa (animaux ?)
Production de facteurs cytotoxiques Animaux et
nécrosants 1 (CNF*1), facteurs hommes
) L cytotoxiques nécrosants 2 (CNF*2), (NTEC*1),
Necrotoxinogéne NTEC* fimbrig P, S et/ou F17, adhésines Afa, ruminants
hémolysine a (entérotoxines, (NTEC*2)
aérobactine, résistance au complément)
I'\Eﬂr;tlzg?;og(:mlque ' Vérotoxinogéne VTEC* Production de toxines actives sur Porcelets
I’ edé (STEC*) cellules Véro en culture
cedéme
Production de CNF*1 ou CNF*2,
de toxines cytoléthales distendantes Hommes,
Uropathogéne . L CDT), fimbrize P, S et/ou F17 et/ou chiens,
(UPEC*) ’ Necrotoxinogene NTEC* z(idhési)nes Afa, hémolysine o chats
(aérabactine, résistance au
complément)

_ Pas Production de fimbrize P et/ou S, Hommes
Cystites Autre dacronvme | adhésine Afa, hémolysine a animaux.
Pyélonéphrites particul?ier (aérabactine, résistance au

complément)
Mamm_opathogene Pas de nom P?S Pas de facteurs spécifiques de Animaux,
Mammites S d’acronyme | . R surtout
particulier - virulence : origine fecale X
particulier ruminants
Production de CNF*1, CNF*2 et /ou
CDT, Animaux,
. Nécrotoxinogene NTEC* aérobactine, résistance au hommes
Invasives : complément, fimbria P, S et/ou F17,
gzréilécr??nﬁe et/ou adhésines Afa, hémolysine o
: « Neonatal . ,o s .
Infe(,:tlc_Jns Meningitis NMEC* PrIO(_juctlon d aerobagtlne, Hommes
systémiques E coli» Résistance au complément
E?(gégi%ujj: (Ij:s « Avian Pathogenic fimbriae_P,\S et/ou F1_7 et/ou adhésines Oiseaux
souches extra- E. coli» APEC* Afa, antigene capsulaire K1,
intestinales (hémolysine o)
Production d’aérobactine, Animaux,
Autres ? résistance au complément Hommes
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I11.  L’acquisition de facteurs de virulence par E. coli

La taille du génome des souches de E. coli pathogénes est plus grande que celle des E.
coli commensaux : 5500 kb pour les souches O157 contre 4600 pour les souches de
laboratoire classiques E. coli K12 [85]. Le génome des souches pathogénes differe de celui
des souches commensales par suppression de certains génes, et addition de régions
supplémentaires (pouvant atteindre 20% du génome), qui dans certains cas correspondent a
I’unité génomique fonctionnelle d’un bactériophage. Ces régions peuvent également
correspondre a des flots de pathogénicité* ou a des plasmides. Ces éléments mobiles du
génome portent des facteurs de virulence et des génes de régulation. L’acquisition de ces
facteurs de virulence est en majorité due a des transferts génétiques horizontaux.

A. Généralités sur les modalités de transfert de I’information génétique [50]

La grande diversité génétique qui regne au sein des E. coli est le reflet du brassage
génétique, qui permet aux populations bactériennes d’acquérir de nouvelles capacités de
synthése, et d’adaptation.

Pour appréhender la circulation des différents facteurs de virulence au sein d’une
population bactérienne, il convient de faire quelques rappels sur les mécanismes qui entrent
en jeu.

L’information génétique est portée par un chromosome bactérien, encore appelé
génophore, et parfois par un ou plusieurs plasmide(s), élément(s) « mobile(s) » du génome.
L’information génétique bactérienne évolue :
- par mutations ponctuelles, imprévisibles et de faible fréquence (10® en moyenne). Les
mutations font naitre de I’information génétique nouvelle, qui persistera au sein du genre
bactérien si la mutation confere un avantage sélectif, permettant ainsi la persistance et la
multiplication des bactéries porteuses ;
- par ajout d’ADN exogene, apporté par des bactériophages ou des plasmides. Ces transferts
génétiques permettent I’échange de séquences entre bactérie de méme genre ou non.

Quatres grandes voies d’apport d’information génétique exogéne sont décrites :

La transformation, ou absorption d’un brin d’ADN libre présent dans le milieu a travers la
membrane d’une bactérie dite compétente. Le brin peut ensuite se recombiner au génome
bactérien si I’homologie est suffisante. Sinon il est rejetté.

La transfection, ou absorption de matériel génétique phagique, par le méme principe que
pour la transformation. Elle conduit le plus souvent & la production de phages par la bactérie
si elle est compétente.

La transduction, ou inoculation via un phage de matériel génétique d’origine bactérienne
dans une autre bactérie dite sensible.

La conjugaison, ou transfert de matériel génétique d’une bactérie donneuse vers une
bactérie réceptrice. La bactérie donneuse doit pour cela posséder des structures pariétales
spécifiques : les pili sexuels. Ces pili sont capables, aprés contact, de se rétracter, permettant
I’accolement des cellules et le transfert.

La transduction et la conjugaison sont les deux mécanismes les plus fréquemment rencontrés.

1. La transduction

C’est le transfert génétique par I’intermédiaire d’un bactériophage, qui est le vecteur du
matériel génétique transféré. Elle aboutit réellement a I’ajout de matériel génétique,
contrairement a la transfection.
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a) Quelques rappels de virologie

Lors de I’infection d’une bactérie par un phage, soit il y a mise en place d’un cycle
Iytique, soit d’un cycle lysogénique.

Au cours d’un cycle Iytique, le matériel génétique viral est introduit dans la bactérie.
Puis, le virus détourne le métabolisme de la bactérie a son profit, induisant ainsi la synthese
de particules virales avant la réplication du matériel génétique viral. Les particules virales
s’assemblent dans la bactérie avant que celle-ci soit lysée, permettant leur libération.

Au cours d’un cycle lysogénique, le matériel génétique du phage est incorporé au
chromosome bactérien sous forme de prophage, et la bactérie le réplique au méme titre que le
reste de son génome. Au gré d’une induction, par un rayonnement UV par exemple, le cycle
lysogénique peut basculer en cycle Iytique.

La capacité d’un phage a lyser la bactérie qu’il infecte dépend de nombreux facteurs,
tant environnementaux que génétiques. Dans des conditions fixées, la sensibilité d’une
colonie bactérienne a un bactériophage donné permet de définir ce qu’on appelle un
phagotype. Le phagotypage est un outil utilisé pour caractériser des souches bactériennes
sauvages, pour apprécier par exemple leur « filiation », ou encore dans le cadre d’enquétes
épidémiologiques.

b) La transduction généralisée

La transduction généralisée permet le transfert de génes quelconques. Trois modalités
sont décrites :

Premierement, au moment de la formation des virus (qui précede la lyse de la bactérie)
des fragments de génome bactérien peuvent étre incorporés dans les enveloppes virales, en
association avec le matériel génétique viral, ou a la place de celui-ci. Si le virus ainsi formé
contient un génome viral incomplet, il ne pourra pas permettre I’intégration du matériel
génétique qu’il véhicule lors d’une infection bactérienne ultérieure : la transduction sera alors
abortive.

Deuxiémement, certains bactériophages, capables d’induire des cycles lysogéniques,
sont capables de s’intégrer en un point quelconque du génophore, en un site non spécifique.
Lors de la lyse du chromosome bactérien par une ADNase virale, le prophage libéré peut
contenir certaines portions du génome bactérien situées a proximité. Lorsque le prophage se
transforme en bactériophage, du matériel génétique bactérien pourra ainsi étre incorporé aux
virus libérés.

Troisiemement, certains phages restent a I’état extra-chromosomique apres infection, se
comportant comme un plasmide mono copie. C’est le cas du phage P1 d’E. coli.

c) Latransduction spécialisée ou restreinte

Elle permet le transfert de génes spécifiques. Elle correspond a la transduction
généralisée de type Il, mais elle implique des bactériophages capables de reconnaitre des
points précis du génome et de s’y insérer, comme c’est le cas pour les bactériophages A qui
infectent des E. coli et reconnaissent une séquence située pres du locus gal.

Certains des bactériophages formés, portant une partie des génes bactériens, peuvent
avoir perdu tout ou partie de leurs génes propres et sont dits défectifs. Lors de I’infection
d’une autre bactérie, ils pourront transmettre les génes dont ils sont porteurs : la bactérie ainsi
infectée devient donc diploide pour le(s) géne(s) transmis. Les bactériophages défectifs ne
peuvent cependant pas induire de cycle lytique, puisqu’ils n’ont pas I’arsenal génétique
nécessaire. lls ne peuvent donc pas transmettre a haute fréquence les genes bactériens qu’ils
portent. Pour cela, ils ont besoin de la présence concomitante de bactériophages normaux dits
de secours, qui induiront la multiplication des phages, puis la lyse bactérienne et la libération
d’une grande quantité de virus porteurs des génes bactériens ainsi répliqués. Dans de rare cas,
il se peut également que le gene bactérien apporté par le bactériophage ne s’intégre pas.
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2. La conjugaison

C’est le transfert de matériel génétique d’une bactérie donneuse - qui posséde des pili
sexuels - vers une bactérie réceptrice.

La formation de pili sexuels est liée a la présence chez la bactérie donneuse de
plasmide(s) conjugatif(s) (F, R100, R6K, RPI, R91, ... chez E. coli). En principe, les bactéries
receveuses ne doivent pas porter de plasmide conjugatif. La présence d’autres types de
plasmides peuvent également empécher la conjugaison.

Une fois les bactéries accolées, le transfert de matériel génétique peut avoir lieu : le plus
souvent, il s’agit du passage de plasmide de la bactérie donneuse vers la bactérie réceptrice.
Plus rarement, et parallelement a I’échange de plasmides, le chromosome bactérien peut
également étre échangé (conjugaison chromosomique & basse fréquence, soit 10™).

Chez E. coli, certaines souches sont porteuses du facteur F, plasmide conjugatif de type
épisome — ou capable de s’intégrer dans le génome bactérien. Ce plasmide porte des genes
pour une réplication autonome, pour la formation de pili sexuels, pour le transfert conjugatif,
et contient des séquences d’insertion.

Il existe des mutants du facteur F pour lesquels le transfert chromosomique a lieu a
haute fréquence (10™); ils sont appelés mutant Hfr. Le transfert du chromosome bactérien se
fait apres coupure d’un seul brin d’ADN au niveau du facteur Hfr. Le brin coupé pénétre dans
la cellule réceptrice, la majeure partie du facteur Hfr restant a I’extrémité opposée. Le
transfert s’opére tant que les cellules restent collées (il faut environ deux heures pour que la
totalité du chromosome bactérien soit transféré). Le caractére Hfr étant situé a I’extrémité
opposee du brin transfére, son transfert est rare, contrairement au transfert des plasmides a
fort taux de conjugaison, comme le facteur F, également nécessaire au transfert
chromosomique. Plus un géne est proche du site de rupture, plus fréquent sera son transfert.

Le caractere Hfr peut redevenir F par mutation, et, dans certaines conditions, le facteur
F peut emporter le fragment de chromosome qui était adjacent au site de fixation : on parle
alors de facteur F’. Comme il reste facilement transférable aux cellules ne possédant pas le
facteur F, il peut en méme temps transférer la portion adjacente. On parle de sexduction. Ce
phénomene est utilisé en génie génétique pour transférer plus efficacement un gene
chromosomique.
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B. Les éléments mobiles de pathogénicité

Les éléments génétiques ainsi échangés peuvent se regrouper en 4 catégories: les
plasmides, les transposons, les phages et les Tlots de pathogénicité* [85].

1. Les plasmides

Les plasmides sont définis comme étant des structures d’ADN double brin, circulaire et
autonome du chromosome bactérien par rapport a leur contrdle et leur réplication. Leur taille
varie de quelques kilobases a quelques centaines de kilobases. lls peuvent étre transférés
horizontalement par conjugaison ou mobilisation, entre bactéries de méme espéce ou non. Ce
sont les éléments du génome les plus mobiles.

2. Les transposons

Les transposons sont des séquences d’ADN qui peuvent étre transférées avec ou sans
réplications depuis un chromosome vers un ou plusieurs plasmides. Ils ne sont pas autonomes
[50].

3. Les phages

Les phages, incorporés au chromosome ou au plasmide, apportent de I’information
génétique supplémentaire a leur bactérie hote [50].

4. LesTlots de pathogénicité

Un Tlot de pathogénicité* (PAI) se définit comme un bloc indissociable de génes portés
par le chromosome bactérien, ayant pour propriétés [1, 85] :
- d’étre généralement absent des bactéries non pathogenes appartenant a la méme espéce ;
- d’étre constitué d’un groupe de génes de virulence, dont les génes codant pour des toxines,
des adhésines, des invasines, des systemes chélateurs du fer, et des systémes d’export de
protéines de virulence ;
- d’avoir un pourcentage de G+C différent de celui de la bactérie hote, attestant d’une
origine étrangere ;
- d’occuper généralement une région chromosomique de plus de 30kb, avec des tailles allant
de 54200 kb ;
- d’étre souvent encadré par de courtes séquences répétées ;
- de se situer a proximité de loci codant pour des ARNt, et au niveau de séquences
d’insertion ;
- de contenir également des genes cryptiques ou exprimés, codant pour des fonctions
d’intégrases ou de transposases, et des séquences d’insertion entieres ou partielles ;
- d’étre souvent instable et de s’exciser a des fréquences variables selon les PAI. Lorsqu’ils
s’excisent, toutes les fonctions pour lesquelles ils codent sont perdues.

Plus que de véritables éléments mobiles du génome, les PAI se présentent plutét comme
le fruit de I’intégration de plasmides ou de prophages au cceur du chromosome bactérien, avec
perte des genes requis pour la transmission horizontale (réplication ou auto-transfert), au
profit d’une association plus stable et d’une possibilité de transmission verticale [32]. Le fait
que I’on retrouve des genes codés dans les PAI sur des plasmides conforte cette hypothese.

Les Tlots de pathogénicité* codent pour tout le spectre des facteurs de virulence :
adhésines, toxines, systéemes de séquestration du fer, systéemes de sécrétion, stratégies pour
échapper aux défenses immunitaires de I’h6te [32]. Ils jouent un réle important dans
I’évolution des différents pathovars*: des fractions importantes du génome sont représentées
par des PAL.

Les PAI ont été retrouvés chez d’autres entérobactéries, parfois identiques a ceux des E.
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coli [32], comme HPI (high pathogenicity island) de Yersinia spp., que I’on retrouve chez des
EXPEC*; LEE retrouvé chez Citrobacter freundii. Cependant, ces PAI presentent des
différences d’organisation structurelle et d’insertion chromosomique parmi les souches ou ils
ont été isolés [32]. LEE est un exemple typique de la composition de type « mosaique » des
PAI, ce qui témoigne de leur transmission horizontale et de leur évolution divergente au sein
des souches receveuses.

Les divergences structurelles des PAI peuvent d’ailleurs conduire a la perte de leur
potentiel pathogene, comme cela a été montré pour la souche probiotique d’E. coli Nissle
1917, portant des PAI proches de la souche UPEC* 06 CFTO073 [32], par insertion de
séquences I1S1 et 1S10 au milieu du cluster de géne pap, aboutissant a I’inactivation de
I’opéron Fimbrig-P.
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C. Les supports génétiques des principaux facteurs de virulence rencontrés

1. Comparaison entre le génome des souches pathogénes et celui des souches
commensales

La comparaison du génome de souches commensales (dont le chef de file est la souche
E. coli K12) et de souches pathogénes met en évidence des différences de taille et
d’organisation. Ainsi, I’évolution des différents pathovars* s’est faite au gré de I’acquisition
de séquences nouvelles, insérées sur le chromosome ou sur des plasmides. Ces séquences se
retrouvent en majeure partie sur des PAI, conferant la virulence des pathovars* en question.
Cependant, I’'insertion de groupes de génes plus petits a également été démontrée. Ces
clusters de genes conférent des avantages aux bactéries pathogenes, et permet leur survie [32].

Ainsi, a la modélisation conventionnelle du génome bactérien divisé en une colonne
vertébrale de génes nécessaires a la vie des bactéries et en un pool flexible de génes de
virulence, DOBRINDT [32] propose d’ajouter le modelage de I’information génétique, avec des
additions et des délétions, ayant des répercutions dans I’adaptabilité des souches pathogenes.

2. Le pool flexible de genes de virulence chez E. coli

Les facteurs de virulence impliqués dans la pathogénicité des E. coli peuvent étre
regroupés en cing catégories : des adhésines, des toxines, des sidérophores, d’autres protéines
parmi lesquelles des protéines impliquées dans le pouvoir invasif, et des protéines associées a
des souches pathogénes, mais dont le réle précis reste mal connu.

Ces facteurs de virulence sont mis en évidence par comparaison de souches pathogénes
isolées chez des patients avec le génome de souches de laboratoire classique (K12 le plus
souvent). La découverte d’un facteur de virulence se fait en plusieurs étapes, qui suivent le
postulat de KOCH :

1- Association de I’agent causal au syndrome

2- Isolement de I’agent en culture pure

3- Reproduction du syndrome apres transmission de I’agent infectieux a des animaux sains
4- Réisolement de I’agent infectieux (identique a celui précédemment isolé) de I’hote.

Parmi les facteurs de virulence retrouvés au sein des E. coli pathogénes, tous n’ont pas
été caractérisés selon les quatre étapes précitées. Le plus souvent, les étapes 1 et 2 sont
réalisées, et les étapes 3 et 4 sont en cours, car elles sont plus colteuses. On préfere bien
caractériser les facteurs suspectés, sur un plan épidémiologique, moléculaire et génétique.
Ainsi on citera des facteurs de virulence dont I’'implication dans la pathogénicité des souches
n’est que suspectée a I’heure actuelle, des études complémentaires étant nécessaire pour
conclure sur le r6le précis de ces facteurs.
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a) Les supports des adhésines

Ces facteurs conditionnent la spécificité (espéces cibles plus ou moins nombreuses) et le
tropisme (type cellulaire impliqué, organes touches, ...) des E. coli pathogenes. Ainsi elles
sont le plus souvent a I’origine de la distinction des différents pathovars* rencontrés.

Leur déterminisme génétique est plasmidique ou chromosomique, et implique le plus souvent
des éléments mobiles du génome. Elles sont souvent associées a d’autres facteurs de virulence
chez les souches pathogeénes.

Leur implication dans la pathogénicité des souches est souvent démontrée in vitro
(adhésions sur culture cellulaires, le plus souvent de cellules intestinales (Hep-2*) ou de
cellules vésicales Vero. La démonstration in vivo est moins systématique (modeles animaux
par administration de souches porteuses, et analyse histologique des tissus cibles).

Le tableau 9 regroupe les différentes adhésines associées aux E. coli pathogenes, ainsi
que leur principales propriétés :
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Tableau 9 : Caractérisation des principales adhésines rencontrées chez les E. coli
pathogénes. (PC = porc ; BV = bovins)

Nom Variants Sgpp ort Role pathogene Souches Réf.
génétique
F4ab/ac/ad
(=K88) (PC)?, -
— Colonisation de
Egg:ggf&g?g) Plasmide 'épithélium intestinal | ETEC* oo
CFA F18_ab Jac (PC) ’ spécificité d’hote forte
F42 (PC)
Colonisation de - 103
F41 (veaux) Chromosome I"épithélium intestinal ETEC 44
Plasmide ; 140
souvent associé ETEC* 156
AIDA AIDA-1? a d’autres Adhésion diffuse DAEC* 11
facteurs de STEC* porcins
virulence
Chromosome . N
(dans des Incertain ; associé a des .
* souches diarrhéogeénes et | Certains ETEC*
PAI*) ou o . :
F17 F17a4d plasmide septlpemlques. STa+ ; certains 140
2SSOCIE avec Implication dans la EXPEC* CS31A+ |85
. colonisation intestinale et CNF*2+
les genes cnf*2 46 .
ot cdt3 non démontrée
Eae 17 variants Chromosome : | Attachement/ effacement | AEEC (EPEC* et ié?
d’eae PAI LEE® sur cellules intestinales | pEHEC*) 9
EspA 1 seul variant Chromosome : | Attachement/ effacement | AEEC (EPEC* et 21
P PAI LEE® sur cellules intestinales | pEHEC*)
Bfp 1 seul variant Plasmide EAF Attachemenf[/ effgcement EPEC* typiques 21
sur cellules intestinales
Adhésion en briques
AAF AAF-1 alll Plasmide AA | empilées sur cellules EAQQEC* 16
intestinales
Chromosome,
parfois génes
afa3, afas, Adheésion diffuse sur
Afa® Afal a VIII, Dr, | afa8 et daa sur | cellules intestinales, DAEC* : EXPEC* | 140
F1845, NFA des plasmides, | urinaires et et surtout UPEC* | 85
associes aux endomeétriales
génes cnf*2 et
cdt3
F7.1,F7.2, F8
! P Chromosome, L. L
Fimbriae F_g’ F10, F11 souvent associé Adhe5|qn par fixation EXPEC™ et surtout
(=F165-1), F12, \ sur un récepteur - 85
P aux genes g UPEC
F13, F14, F15 eucaryote spécifique
et E16 cnf-let hlya
EXPEC* : UPEC*,
Chromosome Adheésion par fixation NMECH*, E coli
Fimbriae Sfal, Sfall, deux ou trois’ sur un récepteur septicémiques 85
S F1C, F165-2 opérons (sialosaccharide) (homme)

eucaryote spécifique

diarrhéogenes
(veau et procelet)
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@ On retrouve différentes appélation pour les CFA : ainsi F4 correspond & I’ancienne appélation K88,
il est principalement retrouvé chez des souches d’origine porcine; F5 correspond a I’ancienne
appelation K99 et est retrouvé chez les souches d’origine bovins; F6 correspond & I’ancienne
appélation 987P et est associé a des souches d’origine porcine. F18 est principalement associé a des
souches d’origine porcine, ainsi que F42 ; F41 est associé a des souches d’origine bovines.

@ L adhésine afimbriale AIDA-1 (Adhesin involved in diffused adhesion) confére aux
souches porteuses des propriétés d’adhésion diffuse sur cellules Hep-2*, ce qui classe les
souches porteuses parmi les DAEC*. Son r6le dans la pathogénicité des souches porteuses est
encore discuté, car elle est toujours associée a d’autres facteurs de virulence.

Les génes codant pour I’expression d’AIDA sont sur deux séquences de lecture ouvertes :
orfA et orfB ; orfB code pour une pré pro protéine qui sera clivée pour donner la protéine
finale AIDA-I, et son translocateur AIDAS, intégré & la membrane externe ; orfA code pour
une protéine cytoplasmique de 45 kDa, qui modifie AIDA-I, lui permettant ainsi d’adhérer a
sa cellule cible.

®) e LEE est bien connu. L’agencement des génes sur ce locus est représenté sur la figure ci-
dessous. Il contient 41 séquences de lecture ouverte, arrangées au moins en 5 opérons
polycistroniques, appelés LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 et LEES. Sur la figure 2 sont représentés
les génes connus pour étre impliqués dans la pathogénicité des AEEC*.

Left-hand portion Central portion Right-hand portion

LEEI LEE2 LEE3 LEES LEE4
4 - —> 4 » » >
espG ler escR escS eseT escll cesD eseCescl sepZ escl eseN sepQ cesFmap  tiv cesT  ege escly espAd  espld espB eseF espF

Figure 2 : Représentation schématique du LEE des EPEC (source : [21]).

En ce qui concerne I’intimine, codée par le géne eae, différents variants ont été mis en
évidence chez les souches EHEC* et pEHEC*. La partie C-Terminale, responsable de la
reconnaissance spécifique du récepteur cible, est la plus divergente, et pourrait étre a I’origine
de la spécificité de tropisme tissulaire observée entre les EPEC* (intestin gréle) et les EHEC*
(cb6lon), et d’une spécificité d’hbtes relative. 1l n’existe pas d’association stricte entre pathovar
et variant d’intimine [119]. Des tendances sont observées: les variants Eaee, Eaeyl et EaeP1
sont le plus souvent associés aux souches EHEC, et les variants Eaea et Eaed aux souches
EPEC.

De plus, les differents variants d’intimine ne sont pas strictement associés a un hote
specifique [72]. Il semble cependant que I’intimine B soit largement distribuée au sein des
souches AEEC animales [161, 72]. Ainsi dans I’étude de KRAUSE et al. [72], sur 96 souches
isolées chez des bovins, des ovins, des porcins, des chiens, des chats et des oiseaux, 50
(51,6%) sont de type B, avec une majorité de B1. L’autre variant le plus fréquemment isolé est
0, avec 23 (27,3%) souches isolées.

@ Les génes codant les adhésines Afa sont classiquement regroupés en six groupes [85]:

- les génes codant pour I’adhésine (afaE, nfad, bmaE) ou la sous-unité majeure a fonction
d’adhésine (drad, daaE) ;

- les genes codant pour une protéine d’ancrage (afaC, nfaC, draD, daaC, bmaC) ;

- les génes codant pour une invasine prouvée ou potentielle (afaD, nfaB, draC, daaD,
bmaD) ;

- les genes codant pour une protéine chaperone (afaB, nfaE, draFE, daaB, bmaB) ;

- les genes codant pour des fonctions de régulation (afad, afaF, nfaD, daaA, bmaA) ;

- des genes a fonction inconnue (draB, daaF, afaG-7).

67



b) Les supports des toxines

Le pouvoir diarrhéogene des E. coli est souvent lié¢ a la production d’entérotoxines,
comme cela a été démontré pour les ETEC* (toxines ST et LT) et les EHEC* (toxines Stx)
[103]. D’autres toxines ont été mises en évidences : EAST1*, CNF*, CDT*. Des modeles
expérimentaux ont permis de mettre en évidence leurs effets cytotoxiques. Des études
épidémiologiques les relient a des souches pathogenes. Cependant, leur implication dans la
pathogénicité des E. coli demande encore a étre étayée.

Le tableau 10 reprend les principales caractéristiques des toxines produites par les E.
coli pathogeénes.

Tableau 10 : Caractéristiques des principales toxines produites par les E. coli
pathogénes.
Nom Variants | Support génétique | Pathogénicité Souches Réf.
Plasmides conjugatifs
STaet . ] . - 61, 28,
ST STh le plus souvent ou Diarrhée osmotique | ETEC 103, 126
transposons
LT-l et Plasmide le plus . , . ETEC* 61, 28,
LT LT-l souvent ou transposon Diarrhee osmotique 103, 126
Stx1 et o) Blogue les syntheses | STEC*
Stx stx2® Phages protéiques : apoptose | (pEHEC¥) !
Lyse cellulaire par
Opérons hlyADCD formation de pores
plasmide pour souches | dans la membrane
PCetCN; plasmique ; - 1, 148,
Hémolysines Hly chromosome, souvent | permettrait ainsi ExPEC 85
PAI*, chez I’lhnomme | I’acces aux réserves
et les autres animaux intracellulaires en fer
(hémes, ...)
E-hlyA Plasmide Idem Hly pEHEC* 1
Sen Chromosome Diarrhées osmotique? | EIEC* 107
PET Plasmide AA Diarrhées osmotique? | EAggEC* | 16, 36
Agit sur le «
cytosquelette ; (E’:I(;Eg*)
CNF*1 | PAI-V® implication dans la | | ° 85, 86, 3
pathogénése non UPEC*
CNF* démontrée
*
Idem CNF-1 ; rble (E’:I(;Eg*)
CNF*-2 | Plasmide Vir® dans I"appartition de | o 85, 86, 3
diarrhée suspecté UPEC*
CDT-la | Chromosome pour Cyclomoduline
CDT IV, CDT- | cdt-I, cdt-1l, cdt-1V, capable de bloquer le | pEHEC*, 85 1
Set cdt-s, cdt-c ; plasmide | cycle cellulaire et de | EXPEC* '
CDT-C Vir pour cdt-111 conduire & I’apoptose
EAgQQEC*
Différents Plasmide et/ou pEHEC*
EAST1 variants chromosome Diarrhées ? EPEC* 156, 103
identifiés DAEC*
Salmonelles

W Les toxines Stx sont divisées en deux classes: Stxl et Stx2, présentant chacunes de
nombreux variants, comme détaillé page 35.

@ Les toxines Stx sont codées par des phages lysogénes, codant pour Stx1 ou pour Stx2,
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parmi lesquels :

- le phage H-19B, caractérisé chez la souche H19 de sérotype O26:H11, code Stx1l. Ce
phage est proche du phage A

- le phage 933W, caractérisé chez la souche EDL933 de sérotype O157:H7, code Stx2. Ce
phage est proche du phage P22

L’analyse du génome de la souche E. coli O157:H7 EDL933 a permis de mettre en
évidence 16 a 24 prophages de taille différente, codant pour les toxines Stx.

Tous les phages codant des toxines Stx ont la méme organisation génique : une région
impliquée dans la morphogenese du phage, une zone permettant les mécanismes de
recombinaison, de régulation et de réplication, et enfin une région impliquée dans I’étape de
lyse. C’est dans la derniére région qu’est situé I’opéron stx.

Les bactériophages joueraient également un réle dans la régulation de I’expression des
toxines Stx :

- via I’augmentation du nombre de copies de I’opéron szx lors de la réplication du phage ;

- par I’intervention de deux promoteurs de transcriptions. L’un est directement en amont de
I’opéron stx et permet I’expression de la toxine a un niveau de base ; I’autre est un promoteur
tardif, activé au moment du cycle lytique.

@ Bjen que les souches sécrétants des toxines CNF* soient parfois regroupées sous
I’acronyme NTEC*, ce groupe est tres hétérogene. Le fait que ces deux toxines soient codees
sur des éléments mobiles du génome explique I’hétérogénéité du groupe.

Des associations ont été recherchées entre les génes cnfl*, cnf2* et d’autres géenes
codant pour des facteurs de virulence [155]. Ainsi, cnf1* semble souvent associé aux genes
codant pour adhésines fimbriaires de type P et hémolysine o au sein du méme PAI, et cnf2*
serait plutdt associée, sur le plasmide Vir, aux genes codant pour les adhésines F17,
I’aérobactine et la résistance a I’activité bactéricide du complément.

L’association des genes cnf* ou non avec des facteurs de virulence pourrait expliquer
les différences de pathogénicité des souches NTEC* observées (plus de la moitié des souches
NTEC* ont été isolées sur des sujets sains [87]). Cela ne remet pas en cause les propriétés
cytotoxiques de ces toxines, mais suggere que les NTEC* sont des pathogénes opportunistes,
ayant besoins de circonstances favorables pour exprimer leur potentiel virulent.
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3. Les principaux plasmides rencontrés

Bon nombre de facteurs de virulence sont codés sur des plasmides. Aux adhésines et
toxines citées précédemment, on peut rajouter les facteurs de virulence associés aux EIEC*,
codés sur le plasmide pINV, ainsi que d’autres genes conférant des avantages sélectifs pour
les souches porteuses (genes de résistance aux antibiotiques, des génes codant pour des
colistines*, des genes codant pour des sidérophores).

Sept grandes catégories de plasmides s’échangent ainsi au sein de la population des E.
coli, comme le résume le tableau 11 :

Tableau 11 : Les principaux plasmides rencontrés dans les pathovars d'E. coli (d'aprés

[32]).

Nom Souches porteuses | Génes de virulence portés

Adhésines, génes de résistance aux

- «
Pas de nom particulier | ETEC antibiotiques, toxines LT et ST.

Pas de nom particulier | NTEC*2 F17 et cnf*2.
EAF EPEC* Genes bfp et régulateur per.

Gene ehx et katP, ainsi qu’adhésines
pO157 0157 potentielles.
AA EaggEC* Entre autres aaf1 et astA.

Systéeme de sécrétion de protéines de type Il
pINV EIEC* (mix, spa), protéines sécrétées (ipa) et toxine

Sen

Genes de résistance aux antibiotiques ; génes
Plusieurs décrits, dont | EXPEC* codant pour des colistines* (ici colistines de
ColV [96] principalement type V [96]) ; génes codant des sidérophores

(ici I’aérobactine [96]).

D. Les différents assortiments de facteurs de virulence rencontrés

Les facteurs de virulence cités ci-dessus sont pour la plupart codés sur des éléments
mobiles du génome. L’évolution des souches d’E. coli a ainsi pu donner lieu a différents
assortiments génétiques, conservés ou non au fil des générations. Les combinaisons
conservées sont celles qui conferent un avantage a la bactérie dans le milieu ou elle évolue,
d’ou I’apparition des spécificités d’hotes, notamment retrouvées chez les ETEC*. L’avantage
du pouvoir pathogéne est discuté par MAINIL [87], qui conclut que les conséquences néfastes
pour I’h6te ne le sont pas forcément pour la bactérie, hypothése confortée par I’émergence des
différents pathovars* !

Le répertoire de ces combinaisons est en perpétuelle évolution et chaque isolement d’E.
coli permet de le compléter. Une liste des différents assortiments rencontrés au sein des E.
coli isolées chez I’animal est disponible sur le site de I'université de Montréal [152] :
http://www.ecl-lab.com/fr/ecoli/virulence.asp (derniére visite le 11/05/06).

La connaissance des différentes combinaisons rencontrées est le principal enjeu de
I’étude des E. coli, et ce a des fins tant diagnostiques que cliniques (mise au point de vaccins
notamment).

E. Pathogéne ou porteur de facteur de virulence ?

1. Problématique

Cette question est au cceur des débats a chaque publication présentée. L’étude des
souches isolées se fait désormais beaucoup par recherche de genes associés aux souches
pathogénes. L’enjeu réside dans la conversion ou non de ces séquences identifiées en des
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informations biologiques connues, ainsi que la compréhension des mécanismes conduisant a
I’expression de ces genes in vivo [32].

Le probléeme est également entier en ce qui concerne notamment les STEC*: la
découverte de génes codant pour les toxines Stx suffit-elle a conclure que la souche sera
pathogéne pour I’homme ? A titre d’exemple, les STEC* stx2e sont fréquemment isolées chez
les porcs atteints de maladie de I’cedeme, alors qu’elles n’ont jamais ou trés rarement été
isolées chez les patients humains. L’analyse d’autres facteurs de virulence communément
retrouvés chez les STEC™* isolées chez des patients atteints de SHU* permet de définir une
combinaison de génes de virulence plus précise, avec association notamment de facteurs de
virulence portes par le LEE (Intimine (Eae), Tir, EspA, EspB, EspD, EspC (entérotoxine)).
Cependant certaines souches pathogénes isolées chez I’homme ne portent pas LEE.
L’héterogénéité du groupe rend les conclusions délicates.

2. L’importance des systéemes de régulation

L’expression des genes bactériens est régulée par des mécanismes de contrfle trés
stricts, sous I’influence des conditions du milieu extérieur [88]. Ces mécanismes comprennent
des activateurs et des inhibiteurs de la transcription et de la traduction des genes, ainsi que des
molécules impliquées dans le «quorum sensing», qui permet aux bactéries de
« communiquer » entre elles, via la libération d’hormones bactériennes. La meilleure
compréhension des mécanismes de régulation de I’expression des genes est nécessaire pour
comprendre le passage du stade « porteur de facteur de virulence » a celui de « pathogéne ».

MOKADY et al. [96] illustrent ce propos avec I’exemple des « curli » (fibres bouclées).
Ces éléments sont des fibres d’aggrégation de surface, de type amyloide. Ce sont des
adhésines capables de fixer une laminine, la fibronectine, le plasminigéne, les protéines de
phase de contact humaine, les protéines de classe 1 du complexe majeur d’histocompatibilité
humain. En I’absence de « curli », ’adhérence des souches septicémiques aviaires sur tissus
de poulet diminue.

Si on définit un facteur de virulence comme étant un facteur spécifique, qui contribue a
la pathogénicité, et qui est codé par des génes qui sont présents sur les souches pathogénes et
absents sur les souches commensales, alors on ne compte pas les « curly » parmi les facteurs
de virulence, car elles sont portées par les souches K12 et beaucoup d’autres E. coli
commensales.

MOKADY et al. [96] proposent alors d’ajouter la notion de niveau d’expression a la
définition de facteur de virulence. En effet, ils émettent I’hypothése que chez les souches non
pathogenes, les conditions rencontrées chez leur héte (niveau d’osmolarité, température, ...)
n’induisent pas I’expression des «curly », alors que dans les mémes circonstances, les
souches septicémiques les expriment.

Ainsi I’élément clé de la pathogénicité de facteurs associés aux souches EXPEC* ne
serait pas la présence ou I’absence de genes de virulence, mais plutdt leur niveau d’expression
i vivo.

3. L’importance des différents assortiments de facteurs de virulence rencontrés

De plus, beaucoup de facteurs de virulence ne ménent & une pathologie que s’ils sont
associés, comme cela semble étre le cas pour les ETEC* : les toxines ST ou LT seules ne
permettent pas de reproduire les signes cliniques de diarrhées rencontrées en présence
d’ETEC*. Elles doivent étre associées a I’adhésion a la cellule épithéliale pour induire une
réponse cellulaire locale a I’origine de la diarrhée osmotique [126].

Il est donc nécessaire de mieux connaitre chaque pathovar*, afin de déterminer les
combinaisons de genes rencontrées et de mieux appréhender les effets de I’association de
divers facteurs de virulence. L’exemple des NTEC* illustre bien ce propos : quel panachage
de facteurs de virulence fait entrer les souches cnf*+ du statut d’E. coli commensales a celui
d’E. coli pathogene ?
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IV. Portage des souches pathogenes par I’homme et les animaux

Cette partie vise a répondre aux questions suivantes :

- Quels sont les espéces cibles de chaque pathovar™ ?

- Quels sont les réservoirs animaux de ces souches pathogenes ?

- Les différents pathovars* rencontrés sont-ils des agents zoonotiques ?

- Quels sont les effluents susceptibles de véhiculer ces souches pathogenes ?

A. Le portage des ETEC
1. Les ETEC isolés chez I'homme

a) Pathogénicité et populations cibles

Les ETEC* sont a I’origine de diarrhées aqueuses non sanglantes avec peu, voire pas,
de fiévre. Ces infections touchent principalement les enfants des pays en voie de
développement : dans son étude rétrospective sur la prévalence des diarrhées dues aux ETEC*
dans les pays en voie de développement publiée en 2004, WENNERAS [163] estime qu’un
enfant né dans un pays en voie de développement a une chance sur deux par an de contracter
une diarrhée due a un ETEC™* jusqu’a ses cing ans. Au dela, le risque annuel passe a 0,1.

Dans les pays développés, I’infection est le plus souvent contractée lors d’un séjour a
I’étranger, dans une zone endémique. Les infections dues aux ETEC™* représentent 20 a 40%
des cas de « diarrhée du voyageur » et sont les premiéres causes d’apparition de ce syndrome
chez les voyageurs européens et nord américains [126]. Des cas sporadiques ont également
été reportés aux USA et au Japon, liés a la contamination d'aliments suite a des fautes
d'hygiene [33].

b) Les réservoirs d’ETEC pathogenes pour I'homme

Les sources d'ETEC™* pathogénes pour I'nomme sont a la fois les malades, qui excréetent
un titre élevé de bactéries, et des porteurs sains, dans les feces desquels on retrouve des
ETEC* sans qu'ils ne présentent de diarrhée. Ainsi, dans une étude menée sur deux ans en
Argentine [159], 13,3% des 593 prélevements de féces d'enfant sans diarrhée se sont révélés
positifs & la recherche d'entérotoxines sur les souches d'E. coli isolées, contre 18,3% des 137
prélevements d'enfants diarrhéiques.

c) Les effluents susceptibles de contenir des ETEC pathogénes pour I’homme

Ce sont toutes les eaux usées souillées par des feces humaines (cf. IC1). Selon les cas,
les risques de contamination humaine sont maitrisés (cas des eaux traitées) ou non. Cela
explique I’existence de tableaux épidémiologiques tres différents entre les pays développés et
ceux en développement.

Le principal mode de contamination de I’homme par les ETEC* est la consommation
d’eau ou d’aliments souillés [126].

2. Les ETEC pathogenes pour les animaux

Ils sont principalement responsables de colibacilloses chez le porcelet nouveau-né, le
porcelet au sevrage, le veau et I’agneau [162]. Les principales adhésines CFA rencontrées
sont [102] :

- chez le porc : F4 (=K88) la plupart du temps, puis F6 (=987P), et F5 (=K99).
Occasionnellement F41, F42 et F165 ;
- chez le veau et I’agneau : F5 (=K99), F41 et occasionnellement F17.

Plus rarement, des ETEC* ont été également isolés dans d’autres féeces d’animaux
diarrhéiques :

- chez des chevreaux diarrhéiques, des ETEC* K99 ont été isolés ;
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- des ETEC* ont également été retrouvés sporadiquement sur des lapins malades, ainsi que
sur des chevaux et des poulets.

3. Les dangers pour I’homme que représentent les ETEC retrouvés chez les
animaux

a) Probléematique

Comme expliqué précédemment, d’une part seules les souches ETEC* exprimant des
CFA sont pathogenes (i.e. capables d’induire une diarrhée chez les populations cibles) ;
d’autre part, les CFA sont spécifiques d’espéce.

Les ETEC* ne sont donc pas a proprement parler des agents zoonotiques [8 ; 162].
Cependant, on peut se demander si les ETEC* retrouvées chez les animaux peuvent jouer le
réle de réservoir de virulence, et permettre I’acquisition des génes codant pour des
entérotoxines par des souches E. coli possédant des CFA humains.

b) Comparaison des entérotoxines retrouvées chez I’homme et chez I’ animal

Quelques études ont comparé les toxines produites par des souches isolées chez
I’homme et chez I’animal.

(1)Les toxines thermolabiles

SERIWATANA et al. en 1988 [139] ont retrouvé les génes codant pour une toxine (type Il
heat labile enterotoxin, LT-I1lI) dans des souches en provenance de bovins, de buffles et
d’hommes. Cependant, le pouvoir pathogene de LT-1I est discuté. Des modeéles
expérimentaux sur anses intestinales ligaturées de lapins montrent que le variant LT-lla ne
stimule pas la sécrétion de fluides. De méme, le variant LT-11b n’a pas d’effet diarrhéogene
chez I’homme [103].

TsuJl et al. en 1990 [145] ont trouvé des similitudes structurelles entre I’entérotoxine
LT-1p produite par des ETEC* d’origine porcine et LT-1h, produite par des ETEC* d’origine
humaine.

(2)Les toxines thermostables

Les STa isolées chez I’hnomme et chez les animaux domestiques (porcs en particulier)
different de quelques acides aminés, d’ou la distinction de variants STa-H (STa humaine) et
STa-P (STa porcine) [103].

Cependant, a la lumiere de données épidémiologiques récentes, les souches ETEC* de
I’lhomme peuvent sécréter les toxines STa-P. De méme, les ETEC* des animaux, et du porc
notamment, peuvent également étre porteurs de STa-H [103]. A titre d’exemple, dans une
étude conduite entre 1992 et 1997 en Argentine, I’équipe de PARMA [121] a recherché la
présence de souches ETEC* dans les féces de porcs, par détection des génes codant pour une
entérotoxine stable fréquemment retrouvée dans les isolats prélevés sur des porcelets et les
veaux atteints de colibacillose, ainsi que pour une entérotoxine sensible & la chaleur (LT).
Parmi les 223 prélévements de féces analysés (en provenance de porcs sains, atteints de
diarrhées ou avec retard de croissance), 36 souches porteuses du géne de I’entérotoxine
« heat-stable » ont été isolées, 11 souches porteuses du géne LT ; et parmi ces souches, 9
portaient également le gene codant pour une entérotoxine stable a la chaleur fréquemment
isolée chez I’homme.

NAGY et al. [103] précisent cependant que le portage animal de souches STa-H est rare,
alors que STa-P est communément associée aux ETEC™* isolées chez I’lhomme.

En ce qui concerne les STh, leur portage par des souches isolées chez I’homme est
exceptionnel [126].
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c) Pour conclure

Les ETEC* des animaux ne sont pas directement pathogenes pour I’homme. Cependant,
les souches animales produisent les mémes toxines (notamment STa-P) impliquées dans la
pathogénicité des souches humaines. Rappelons que les entérotoxines sont le plus souvent
codées par un transposon plasmidique [103], ce qui en fait des éléments génétiques mobiles,
facilement transmissibles d’une souche a I’autre, au sein du tube digestif, comme en témoigne
la grande diversité observée au sein des souches ETEC* porcines [103, 126]. On peut donc
considérer les ETEC* d’origine animale comme un réservoir de génes de virulence pour les
ETEC* humaines, en gardant a I’esprit que les entérotoxines n’induisent de diarrhées que si
elles sont portées par des souches ayant des facteurs d’adhésion de type CFA.
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B. Le portage des EPEC

1. Les EPEC chez I’homme

De nombreuses études rapportent la détection d’EPEC* dans les selles d’enfants
diarrhéiques, et la communauté scientifique est unanime pour dire que les EPEC* peuvent
étre responsables de diarrhées chez I’enfant [161].

Dans leur synthése, TRABULSI et al. [150] concluent a la lumiére des articles qu’ils ont
lus que les EPEC* sont principalement isolés chez des enfants diarrhéiques de moins de un
an. Chez des enfants d’age supérieur ou chez les adultes, ils ne sont que rarement associés a
de la diarrhée.

IIs remarquent également que les diarrhées a EPEC* sont plus fréquentes dans les pays
en voie de développement que dans les pays développés.

Par contre, dans les pays développés, la prévalence en EPEC* dans les selles d’enfants
analysées diminue, en paralléle avec une augmentation de la prévalence en EPEC* atypiques
(ayant perdu leurs plasmides EAF). La tendance semble s’amorcer au Brésil, avec une
diminution progressive de la prévalence en EPEC* pour une augmentation de celle en EPEC*
atypiques. Les auteurs attribuent ce glissement a I’lamélioration des thérapies, des conditions
sanitaires, et au contrdle des infections contractées a I’hopital.

Comme pour les ETEC*, les effluents susceptibles de contenir des EPEC* et des
EPEC* atypiques sont ceux contenant des feces d’homme.

2. Les EPEC pathogénes pour les animaux

a) A-t-on retrouvé des EPEC chez les animaux ?

Dans leur synthese sur les AEEC, WALES et al. [161] rapportent que des souches d’E.
coli porteuses des facteurs de virulence caractéristiques des souches EPEC* isolées chez
I’homme ont été retrouvées dans les feces d’animaux. Cependant, les sérotypes rencontrés
different de ceux des EPEC* couramment rencontrés chez I’lhomme [108]. WALES et al. [161]
proposent de parler de EPEC*-like pour souligner cette différence entre les souches isolées
chez I’homme et celles isolées chez les animaux, la notion d’EPEC™* étant également rattachée
a la notion de souches pathogénes chez I’homme.

(1)Chez les bovins

Nous citerons 7 études qui se sont intéressées a la recherche d’AEEC dans les feces
d’animaux sains ou diarrhéiques. Les méthodes de détection utilisées sont :
- recherche d’effets histopathologiques sur culture de cellules HeLa* ;
- recherche d’un facteur de virulence impliqué dans les lésions de type AE* : le géne codant
pour I’intimine Eae, protéine souvent responsable de I’adhésion intime entre AEEC et les
cellules épithéliales.
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Pour I’étude conduite par ORDEN et al. (1998) [117], la recherche d’AEEC dans les
feces de jeunes veaux diarrhéiques a permis de détecter 38 prélevements eae+ par hybridation
sur empreinte de colonies*, dont 18 contenant des souches eae+ et stx- (EPEC*-like).

Dans une étude similaire conduite par CHINA et al. en 1998 [19] sur des veaux
diarrhéiques un peu plus agés (4 a 6 semaines), la recherche de génes eaeA par hybridation
sur empreinte de colonies* donne 15 prélevements sur 295 positifs (5%), avec isolation de 32
souches eaed+, parmi lesquelles 16 étaient également stx+ (VTEC*), et 16 étaient srx-
(EPEC*-like). La méme étude faite sur prélevement unique de veaux sains donne 75
prélevements eae+ sur 311 (24%), avec isolation de 255 souches eaeA+, parmi lesquelles 84
(33%) sont stx+ (VTEC*) et 171 (67%) stx- (EPEC*-like).

Le suivi sur 12 semaines d’une troisieme population de veaux nouveau-nés, a raison de
deux prélévements par semaine, a permis d’isoler 490 isolats eaed+ dans 429/1164
prélevements en provenance de 79/89 veaux. Toutes les fermes prélevées se sont révélées
positives a la recherche d’AEEC (7/7) avec des prévalences intra ferme allant de 11 a 63%.
Parmi ces isolats, 363 (74%) sont stx- (EPEC*-like). Parmi les veaux testés, 59 étaient
diarrhéiques et porteurs de souches eaeA+, soit 66%, contre 22 (25%) de veaux porteurs sains.

MAINIL et al. [84] ont analysé 296 souches en provenance de féces de veaux
diarrhéiques, en vue de préciser leur arsenal génétique. Ils ont recherché, entre autres, la
présence de genes eae, stxl et stx2, et du plasmide EAF par PCR*. 70 souches (23,6%) se
sont révélées eae+, parmi lesquelles 60 avaient au moins un gene stx, et 10 se sont révélées
négatives a la recherche de génes stx. Parmi les 10 souches szx-, 9 ont le sérogroupe 026,
fréquemment associé aux souches stx+. Les auteurs émettent donc un doute a I’encontre de
ces souches : sont-elles des souches initialement szx-, ou ont-elles perdu leur géne szx au cours
de cultures successives, comme le décrivent POHL et al. [124] pour 8 souches initialement
stx+, qui sont devenues stx- au gré des cultures.

HOLLAND et al. en 1997 [57] ont analysé les féeces de 114 veaux diarrhéiques : aprés
isolement d’E. coli sur gélose de Mac Conkey*, ils ont recherché la présence de genes eae et
de genes stx par PCR*. 23 prélévements se sont révélés positifs, parmi lesquels 12 (52%)
étaient stx- (EPEC*-like). La méme étude conduite sur 101 veaux sains a permis de mettre en
évidence des souches eae+ dans 40 prélevements, soit 40%, parmi lesquels 50% étaient szx-
(EPEC*-like). Les veaux sains de cette étude portent significativement plus d’AEEC que les
veaux diarrhéiques (p<0,01).

AKTAN et al. [2] ont recherché la présence d’ AEEC dans les feces de bovins prélevées a
I’abattoir, par hybridation sur empriente de colonies*, confirmée par PCR* eae. Sur les 426
isolats d’E. coli analysés, 24 sont porteurs du géne eae (confirmé par PCR*). Parmi ces 24
souches, 5 sont sex/+ (définies par PCR*). Ainsi, 19 souches EPEC*-like ont été isolées
(4,4%).

ORDEN et al. [118] ont recherché la présence de souches EPEC*-like dans les feces de
bovins laitiers sains, apres culture sur gélose de Mac Conkey*, isolation de souches et
recherche des génes eae et espB par hybridation sur empreinte de colonies. Dans cette étude,
34 des 412 animaux se sont révélés porteurs de souches EPEC*-like, soit 8,2%. 86/1648
colonies se sont révélées positives a I’hybridation avec la séquence du gene eae utilisée.
Parmi celles-ci 69/86 (80,2%) sont stx- (EPEC*), et 28/86 (32,6%) sont eaet/espB+, dont
22/86 (25,6%) sont stx- (EPEC*-like).
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Tableau 12 : Prévalences en EPEC-like chez les bovins

Prévalences

ﬁ‘glr::é?( Mode de détection | AEEC STEC EPEC-like Réf
(eaet) (eaet stx+) (eaet stx-)
Hybridation sur
Veaux laitiers empreinte de 18/221
diarrhéiques, 1- | colonies* pour eae | 38/221 20/221 (9%) (8.1%) 117
30j d’age et espB ; PCR* ’
pour stx.
. . A partir de ces
Veaux a Hybridation sur ég//295 soit | A P?rt'r de ces_ 15 15
. . ; 0 des prélevements : - .
dlarr_hees, 2-8 empre_mte de veaux morts | 16/32 isolats prelevgments 119
semaines colonies* de diarrhées | eaed+ et st 16/32 isolats
eaeA+ et stx-
Hybridation sur 75/311 soit 1131./13'2,2 sguches .17}/ %322_
Veaux sains empreinte de 24% des SIxT 1S0lees dans ISo1ats st 19
colonies* veaux ces ?5 daf‘? ces 75
prélevements. prélevements.
Recherche eae,
296 E. coli stxl, stx2, EAF
isolées de feces | (pour LA), F1845 | 70/296 60/70 isolats eae+ | 10/70 isolats 84
de veaux et AIDA1L (pour (23,6%) et stx+ eae+/stx-soit
diarrhéiques DA) et Agg (pour
AA)
114 veaux
Holstein PCR* cac et st sur | oopy | 1L/23 stx+ 12123 stx-
diarrhéiques ; souches E. coli ' 57
32 ont regu un isolée sur gélose de . ) o
traitement Mac Conkey* 8 des 23.ava|en'g reu un tral'Ee[nent antibiotique dans
antibiotique les semaines précédent le prélévement.
PCR* eae et stx sur
101 veaux souches E. coli
Holstein sains | isolée sur gélose de 40/101 (40%) | 8/40 stx+ 32/40 57
Mac Conkey*
Isolation de
Préléevements de | colonies sur Mac
féces dans le Conkey™* ;
rectum de hybridation sur . L .
o apres | e e | 2442040l | 924t P s
randomisation, | colonies* pour 5 4% ot 0 s+ Stx-
a I’abattoir, en eae ; confirmation ' '
Angleterre et au | par PCR* et
Pays de Galle recherche de génes
SIX.
Isolat!on de 4 86/1648
colonies par souches eae+
101 veaux prélévement sur . '
(<3mois), 114 Mac Conkey™* et lloeasrmulelles og | SUr les 28
génisses (3 a12) | hybridation sur sorﬂ eaetlespB+, 6 69/86 (80,2%) | 118
et 197 adultes empreinte de également sont aussi stx+.

(>12mois)

colonies* E. coli
confirmée
biochimiquement.

espB+ (32,6%
)
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(2) Chez les petits ruminants

La situation a été moins approfondie. Dans leur synthése, WALES et al. [161] citent des
prévalences en AEEC allant de 7 a 21% chez des chevreaux ou agneaux diarrhéiques et de 33
a 50% chez les petits ruminants sains.

Dans leur étude publiée en 2002, de la FUENTE et al. [29] ont analysé les féces en
provenance de 1013 petits ruminants : 332 agneaux diarrhéiques, 116 sains, et 142 ovins
adultes, ainsi que 170 chevreaux diarrhéiques, 94 sains et 159 adultes sains.

Parmi les animaux diarrhéiques, 56 se sont révélés porteurs de souches d’E. coli possédant le
géne eae (AEEC) détecté par hybridation sur empreinte de colonies*, autant d’agneaux que de
chevreaux, soit respectivement 28/332 agneaux (20,3%) et 28/170 chevreaux (28,8%).

Parmi les animaux sains, les prévalences sont statistiquement plus élevées chez les jeunes
(56/116 soit 48,3% des agneaux porteurs, et 31/94 soit 33% des chevreaux) que chez les
adultes (4/142 soit 2,8% pour les ovins, et 3/159 soit 1,9% pour les caprins). Notons par
ailleurs que sur les 159 souches eae+ isolées chez les agneaux sains, 4 produisaient des
vérotoxines (détectées par VCA¥*), et ne sont donc pas des EPEC*. De méme, 2 des 90
souches eae+ isolées chez les chevreaux sains peuvent étre classées parmi les VTEC*. Toutes
les autres souches isolées ne produisent pas de vérotoxines, et peuvent étre considérées
comme des EPEC*-like, ce qui nous donne donc les prévalences suivantes :

- au minimum 29/94 prélévements (30,8%) contenant des EPEC-like pour les caprins, si I’on
considere que les deux souches VTEC proviennent du méme animal, 30/94 (31,9%) si on
considére qu’elles proviennent de deux animaux différents.

- au minimum 52/94 prélévements (55,3%) contenant des EPEC-like pour les ovins, si I’on
considére que les quatre souches VTEC proviennent du méme préléevment, au maximum
55/94 (58,5%) si elles proviennent toutes d’un animal différent.

Dans une étude publiée en 2001, CID et al. [20] ont analysé des souches d’E. coli isolées
a partir de feces d’agneaux diarrhéiques (246) et de chevreaux diarrhéiques (152), a la
recherche de géne eae par hybridation sur empreinte de colonies*. 23 des prélevements ovins
se sont révélés positifs, et 27 des prélevements caprins. Parmi les souches eae+, la production
de Shiga-toxines de type | a été mise en évidence pour 8 souches d’origine ovine et 1 souche
d’origine caprine. Ainsi, 15 des 246 souches d’origine ovine peuvent étre assimilées a des
EPEC*-like (6,0%), et 26 des 152 souches caprines analysées (17%).

AKTAN et al. [2] ont également recherché la présence d’AEEC dans les féces d’ovins
prélevées a I’abattoir, par hybridation sur empreinte de colonies, confirmée par PCR* eqe ;
sur les 401 isolats d’E. coli analysés, 72 sont porteurs du gene eae (confirmé par PCR¥*), et
aucune ne porte de gene stx : 17,7% des souches analysées sont donc des EPEC*-like.

KRAUSE et al. [72] ont également recherché la présence de gene eae par hybridation sur
empreinte de colonies, confirmée par PCR* eae, parmi 514 souches d’E. coli isolées a partir
de feces de 120 moutons adultes sains. 23 animaux se sont révélés porteurs de ce gene, avec
isolation de 28 souches (4 animaux étaient porteurs de plusieurs souches), soit une prévalence
estimée a 19% d’animaux porteurs. Parmi ces souches, quelques unes des 4 souches
0119:H25 isolées portaient le gene stxI. Pour les autres, aucun géne stx n’a été mis en
évidence par PCR*. Ainsi au minimum 16% des animaux sains étaient porteurs de EPEC*-
like, correspondant a 4,5% des souches.
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Tableau 13 : Prévalences en EPEC-like trouvées chez les petits ruminants.

Catégories d’animaux prélevés Prévalences Réf.
Sains Entre 55,3 et 58,5% des animaux prélevés 29
De 33 & 50% des animaux @ prélevés 161
Jeunes |\ 20,3% © des animaux prélevés 29
_ diarrhées 6% des souches anglysees 20
Ovins De 7 & 21% des animaux @ prélevés 161
2 ?78% des animaux préleves 29
17,7%“ des souches analysées 2

Adultes | (sains) 4,5%“ des souches analysées soit 16% des | 72

animaux prélevés

Sains Entre 30,8 et 31,9% ) des animaux prélevés | 29
28,8%" des souches analysées 29
Canrins Jeunes g\i\;ercrhées 17% des souches analysées 20
P De 33 & 50% des animaux @ prélevés 161
Adultes | (sains) 1,9% des souches analysées 29
De 7 & 21% des animaux @ prélevés 161

@ Chiffre minimum obtenu si chaque souche six+ avait été isolée chez le méme animal,
chiffre maximum si chaque souche avait été isolée chez un animal différent.

@ Ces résultats englobent la prévalence rapportée chez les agneaux et les caprins, deux
espéces confondues.

@) LLa prévalence en AEEC chez les animaux diarrhéiques est certainement sous estimée, du
fait que pour 245 agneaux et 153 chevreaux, un seul isolat a été étudié, contre 4 pour
I’ensemble des autres animaux.

“ Toutes les études citées ont mis en évidence les souches EPEC*-like par hybridation sur
empreinte de colonies*. AKTAN et al. [2] et KRAUSE et al. [72] ont confirmé leurs résultats par
recherche PCR* du gene eae sur les colonies détectées par hybridation.

(3)Chez les porcins

Des souches EPEC*-like ont été isolées chez le porc, capables de produire des lésions
d’attachement/ effacement conduisant a des diarrhées hémorragiques ou non chez les
porcelets de la naissance au sevrage [161]. Le principal sérogroupe rencontré est O45, suivi
de prés par les sérogroupes 026, 075, 0116 et OK [161]. Le géne eae n’a pas pu étre mis en
évidence chez certaines souches, laissant supposer soit que ces souches ne portent pas de
LEE, soit que les amorces utilisées ne permettaient pas de détecter le variant d’intimine en
présence (la deuxiéme hypothése est la plus probable). La majorité des souches dont
I’intimine a été détectée portent le variant B de I’intimine Eae [5, 72].

Des souches STEC* produisant des toxines Stx2e ont été isolées chez le porc.
Cependant, elles adhérent a la muqueuse épithéliale via les fimbriae F18 et non via le systéeme
Eae/Tir.

La recherche des Bfp par PCR* en utilisant une amorce spécifique du gene bfpA n’a pas
permis de les détecter chez les souches AEEC isolées chez les porcs [5, 170, 21]. Par contre,
d’autres séquences du plasmide EAF ont pu étre repérées dans certaines souches bfpA- [5].
Cela laisse supposer soit que les Bfp n’interviennent pas dans la formation des lésions d’AE,
comme c’est le cas pour certaines souches EHEC*, soit que I’on est en présence d’un nouveau
variant de Bfp non décelé par les amorces classiques.

(4)Chez les oiseaux
Peu d’études sont publiées sur le sujet. Trois souches EPEC* atypiques ont éte isolées a
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partir de 261 souches isolées dans 132 feces de volailles [72]. Une de ces souches a des
caractéristiques proches de celles retrouvées chez les patients humains : sérotype O26:H11 et
géne ehxA codant I’entérohémolysine.

WALES et al. [161] rapportent quelques etudes qui montrent que des EPEC*-like
atypiques ont été retrouvées chez des oiseaux domestiques et sauvages: 15% des poulets
d’élevage sains seraient porteurs d’E. coli eaef3+, stx- ; 40% des oies sauvages porteraient des
souches eae+ et stx- ; des E. coli 086:K61 eae+ et cdt+ auraient également été associés a des
adénovirus chez des pinsons, donnant lieu a une forte mortalité.

(5)Chez les carnivores

Des souches EPEC*-like typiques ont été retrouvées dans les feces de chiens et de chats
[72], a raison de 7,2% des prélévements positifs pour les chiens (153 chiens prélevés, 269
souches analysées, 11 porteuses du géne eae, toutes isolées chez des chiens différents) et de
6,5% pour les chats (62 chats prélevés, 132 souches analysées, 5 porteuses du géne eae,
isolées chez 4 chats différents).

b) Les EPEC retrouvés sont-ils pathogénes pour leurs hotes ?

WALES et al. [161] rapportent que certaines souches d’EPEC* induisent des diarrhées
chez les jeunes porcelets, souvent avant le sevrage, mais quelques fois aussi apres le sevrage.

Pour la situation chez les ruminants, des Iésions d’AE ont été mises en évidences suite a
des infections naturelles. Des souches EPEC* ont été isolées a partir de ces Iésions.
L’inoculation expérimentale des souches isolées a des veaux a permis de reproduire le méme
type de lésions [161].

Chez les oiseaux, les EPEC*-like isolés chez des animaux malades étaient souvent
associés a des virus a la pathogénicité aviaire reconnue ; la pathogénicité propre des EPEC*
est suspectée mais non démontrée.

Cependant, les forts taux d’infections retrouvés chez des animaux sains font penser a
une grande hétérogénéité au sein des EPEC*-like, en faisant un groupe parmi lequel certaines
souches expriment un phénotype de pathogénicité et d’autres non.

3. Les dangers pour I’homme que représentent les EPEC isolés chez les
animaux

a) Comparaison des EPEC et des EPEC-like

Certaines études montrent que les EPEC* et les EPEC*-like n’ont pas les mémes
caracteristiques :

Dans leur synthése, NATARO et al. [108] précisent que les EPEC* isolées chez des
animaux (lapins, porcs, chiens...) n’étaient pas du méme serotype que les EPEC* retrouvées
chez des patients humains. NATARO et al. concluent que les souches EPEC* retrouvées chez
les animaux ne sont pas les mémes que les souches EPEC* pathogénes pour I’homme, et ne
considérent pas les EPEC* comme étant des agents zoonotiques.

WALES et al. [161] rapportent également que les facteurs de virulence associés a ce
phénotype pathogene ne sont pas les mémes chez les souches EPEC*-like que chez les
souches EPEC* isolées chez I’lhomme. A titre d’exemple, la majorité des EPEC*-like ne
portent pas le plasmide EAF (EPEC*-like atypiques), alors que la majorité des souches
isolées chez les patients humains sont des EPEC* typiques. De plus, I’insertion de LEE se fait
a des endroits du génome qui different en fonction de I’h6te chez qui la souche est isolée, ce
qui suggére que ce locus a été acquis indépendamment par les souches en présence. lls
rappellent ainsi que la relation entre les EPEC* humains et animaux reste incertaine, méme
lorsqu’ils sont de méme sérotype (026:H11 notamment).

Cependant, d’autres publications mettent I’accent sur leurs similitudes :
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STEPHAN et al. [145] ont isolé des souches O157:H45 retrouvées chez des bovins, avec
des facteurs de virulence identiques a ceux de souches isolées chez I’hnomme, a savoir : sur 11
souches porteuses du LEE, toutes les intimines sont eae,; ; 10 souches ont le plasmide EAF
parmi lesquelles 9 sont bfpA+, et toutes portent le gene astA (codant pour EAST1). Les genes
stx et ehx n’ont pas été retrouvés par PCR* sur ces souches.

KRAUSE et al. [72] ont caractérisé les souches eae+ trouvées dans les feces en
provenance de 7 especes animales. Seules trois souches stx1+, EhlyA+ et bfpA- ont été
trouvées, de sérotype 0119:H25. Pour les autres souches eae+, 4,1% portaient le géne bfpA :
ce sont des EPEC*-like typiques ; 92,1% ne portaient ni le gene bfp4 ni les génes stx1 et
stx2 : ce sont des EPEC™* atypiques.

Parmi les EPEC* trouvés, certains appartiennent a des sérotypes associés a des
pathologies chez I’lhomme ou chez I’animal : 13,6% appartiennent au sérotype O26:H11 ;
d’autres appartiennent aux sérotypes O103:H2, O119:H25, 128:H2, 0145:H28, O177:H11.
De plus, 5 des sérotypes précités sont fréquemment associés a des souches stx+. Or, les
souches de ces sérotypes, isolées dans cette étude, posseédent par ailleurs des facteurs de
virulence proche des souches EHEC*, a savoir qu’elles possedent le méme type d’intimine et
produisent des EHEC-hémolysine. Les auteurs rappellent que ces souches pourraient acquérir
un gene stx au cours d’une infection concomitante d’un animal avec une souche eae+,
EhlyA+, et stx- et une souche stx+. La forte prévalence des souches STEC* chez les bovins en
particulier augmente ce risque. De plus, si la plupart des sérotypes rencontrés sont spécifiques
d’espéce, certains cependant ont été retrouvés chez plusieurs espéces: 0O2:H8, 026:H11,
0109:H25 et 0145:H28, ce qui laisse supposer qu’ils ont acquis la capacité de coloniser de
multiples espéces...

A la lumiére de ces éléments, KRAUSE et al. [72] concluent que ces souches EPEC*-like
représentent un risque potentiel de contamination de I’homme, de part leurs propres facteurs
de virulence, et de part le fait qu’ils pourraient acquérir des genes stx...

LEOMIL et al. [81] ont comparé 33 souches 026 isolées chez les animaux (bovins, ovins,
porcins et poulets) et chez I’lhomme. Ils concluent a la lumiére des facteurs de virulence
observés que bon nombre d’especes animales servent de réservoir pour les 026 pathogénes
pour I’homme.

En ce qui concerne les différents variants d’intimine, nous rappellerons que ces variants
ne sont pas spécifiques d’espéce au sens strict, puisque les mémes variants ont pu étre isolés
sur des souches humaines et animales, et notamment les variants Eaefy [161, 72].

b) Pour conclure

A ce jour, aucun lien épidémiologique ne relie la contamination de I’homme par des
EPEC* d’origine animale. Cependant, les animaux de rente sains portent dans leur tube
digestif des EPEC*, parmi lesquels certains ont des facteurs de virulence proches de ceux
retrouvés chez les souches pathogenes pour I’hnomme. On ne sait pas encore si ces souches
sont directement pathogenes pour I’homme, ou si elles doivent acquérir des facteurs de
virulence complémentaires pour le devenir, notamment le plasmide EAF et les bfp qu’il code.

Certaines souches possédant toutes les caractéristiques des souches pathogénes pour
I’lhomme, et notamment ce plasmide EAF, ont été retrouvées chez les carnivores domestiques.
Ces animaux pourraient servir de réservoir pour les germes pathogénes pour I’lhnomme, ce qui
est d’autant plus préoccupant que la promiscuité entre I’nomme et ses carnivores domestiques
est grandissante...

Comparé au danger représenté par les ETEC* animales, il semble que celui représenté
par les EPEC* animales soit plus préoccupant, car les mécanismes de pathogénicité sont plus
proches, et notamment celui qui permet I’adhésion a la muqueuse intestinale, point de départ
de I’émergence des souches pathogénes dans le tube digestif.
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C. Le portage des EHEC

Depuis la premiere épidémie américaine de colite hémorragique due aux EHEC* en
1983 [1], la communauté scientifique travaille sur la connaissance du cycle épidémiologique
des EHEC™*. Il est clairement établi que la contamination humaine peut trouver son origine
chez les animaux de rente (I’épidémie de 1982 était due & la consommation de hamburger peu
cuits, d’ou le nom de « maladie du hamburger » parfois donné a ces colites hémorragiques).
D’énormes recherches ont été faites pour caractériser le role des différentes especes animales
dans le portage et la dissémination des EHEC*.

L’objectif de cette partie est de donner des éléments de compréhension de la répartition
des souches potentiellement EHEC* au sein des différentes especes animales domestiquées,
afin de cibler les effluents qui sont susceptibles de participer a la dissémination de souches
EHEC™* dans I’environnement.

Cependant, la multitude des études publiées sur le sujet, ainsi que la multitude des
matériels et méthodes utilisés, nécessitent qu’on s’y arréte un peu avant de discuter des
résultats cités :

1. Méthodes de détections utilisées et seuils de détection

La grande diversité des méthodes analytiques utilisées pour rechercher des souches
potentiellement EHEC* rend difficile la comparaison des résultats donnés en terme de
prévalence. Il est donc difficile d’avoir une vue d’ensemble de la situation épidémiologique
en terme de répartition de ces pathovars* dans les populations saines.

Nous concentrerons nos recherches sur les publications portants sur la recherche d’E.
coli potentiellement entéro-hémorragiques (pEHEC*) dans les matieres fécales, en accord
avec les objectifs de cette partie.

a) Importance du choix du matériel prélevé

Parmi les différentes publications sur le sujet, la recherche de pEHEC* a été faite a
partir de matiéres fécales prélevées :
- dans I’environnement ;
- dans le rectum d’un animal vivant ;
- dans une portion du tube digestif d’un animal mort, a I’abattoir.

On peut se demander comment le choix du type de prélevement et de la quantité
analysée peut affecter la sensibilité des méthodes employées.

(1) Pour les prélévements effectués dans ’environnement

(a) Le risque de contamination des échantillons

Tout d’abord les feces peuvent étre souillées par des bactéries de I’environnement apres
I’exonération fécale. Dans les études portant sur la prévalence en pEHEC* d’un troupeau, la
question est de savoir s’il y a ou non circulation de pEHEC* au sein du troupeau. La mise en
évidence de pEHEC* dans I’environnement proche des animaux suffit a suspecter la
circulation de ces bactéries chez les animaux, car les E. coli sont avant tout des bactéries
fécales. Cependant, la récolte de feces a méme le sol ne permet pas de tirer des conclusions
sur les prévalences individuelles, car dans ce cas la contamination extérieure des bouses est
un biais qui conduira a surestimer cette prévalence. Notons également que par cette méthode
de récolte on peut étre amené a collecter deux fois des féces d’un méme animal, ce qui
biaisera une fois de plus les prévalences individuelles.

Les publications [115, 131, 52, 55, 53] utilisent cette technique de prélévement.
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(b)La répartition des pEHEC dans les féces

Les prélevements analysés ne comprennent généralement qu’une fraction des féeces
émises. Or des études montrent que les pEHEC™* ne sont pas répartis de fagcon homogene dans
les bouses.

PEARCE et al. [123] ont travaillé sur la distribution des E. coli O157 dans les bouses de
bovins. Sur 87 échantillons analysés, prélevés en trois points de bouses distincts, 62 se sont
révélés positifs & la recherche d’E. coli O157 par IMS*. Sur ces 62, 17 n’étaient pas positifs
pour les trois échantillons appartenant a la méme bouse. Cela peut donc sous-estimer la
prévalence réelle en pEHEC*.

Le choix de la fraction de feces prélevées n’est pas précisé dans les études citées ici.

(2) Pour les prélévements effectués sur I’animal

(a) La quantité de féces prélevée

La quantité analysée influe sur la sensibilité des méthodes employées [123] or elle varie
considérablement d’une étude a I’autre.

PEARCE [123] rapporte que sur 27 études, un seul prélevement a été analysé. 9 de ces
études ont analysé des compresses de feces prélevées sur les animaux ou dans leur
environnement, 7 ont analysé 1g de féces prélevées sur les animaux ou dans leur
environnement, et 10 ont analysé plus de 10g de féces prélevées sur les animaux ou dans leur
environnement. Dans les deux autres études, les quantités analysées n’étaient pas précisées.

Parmi les 71 études qui sont citées ici, 24 ont recherché des pEHEC* a partir de
compresses tamponnées sur les féces a analyser, 10 a partir de 10g de féces, 10 a partir de 19,
et d’autres sur des quantités variables (de 0,1 a 600g en fonction des études). Pour 16 études,
la quantité analysée n’était pas précisée.

Le tableau 14 répertorie la quantité de feces analysée dans les différents études citées
ultérieurement :

Tableau 14 : Quantités de feces analysées dans les études citées pour caractériser le
portage animal en pEHEC.

Quant[te de féces N’qmbre Références

analysée d’études

600 g 1 131

25¢ 1 115

20g 1 56

10g 10 37, 34, 35, 37, 38, 42, 45, 73, 79, 164
3a10g 1 55

5¢ 1 62

29 1 90

1g 10 12, 27, 41, 58, 69, 120, 134, 143, 160
0,59 1 144

0,3a0,5 1 75

0,29 1 125

0,19 1 43

0,059 2 31

Compresse 24 7, 17, 18, 22, 23, 24, 93, 99, 80, 47, 52, 54, 55, 65, 111,
imprégnée 121,128, 132, 164, 171

Non précisé 16 6, 14, 56, 127, 129, 149, 167
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(b) Les sites de prélévement

Le site de prélevement a également une répercussion sur la détection de pEHEC*.

Pour la recherche d’E. coli O157:H7, une étude a été publiée en 2003 par NAYLOR et al.
[109] dans laguelle des veaux on été inoculés avec quatre souches d’E. coli O157:H7 isolées
chez des humains atteints de colites hémorragiques dues a O157:H7 d’origine bovine. La
recherche des souches inoculées a été faite par culture sur gélose SMAC* et test LAT* avec
recherche des antigénes O157. Les prélevements analysés provenaient soit de feces émises
peu de temps avant la mort, avec préléevements en superficie et au cceur des bouses, soit de la
lumiére du tube digestif, a différents endroits du tractus gastro-intestinal, soit de portions de
mugueuses prélevées a proximité de la jonction recto-anale, ne contenant pas de matiéres
fecales a I’ceil nu.

Les plus fortes prévalences ont été obtenues par recherche de E. coli dans les féces, par
rapport aux prélevements effectués dans le cdlon pour 13 animaux sur 15 (différences
significatives), et plus précisément a la périphérie des bouses, en accord avec I’étude menée
par PEARCE. Les régions ou le plus grand nombre de micro-colonies ont pu étre observées par
immunofluorescence microscopique avec anticorps anti-O157 sont les muqueuses épithéliales
situées a 5 cm de la jonction recto-anale, avec une forte densité de follicules lymphoides.

Une étude complémentaire a démontré que la culture de compresses tamponnées sur des
portions de muqueuses denses en follicules lymphoides prélevées en région terminale du
rectum [43] était plus sensible pour la détection d’E. coli O157:H7 que la recherche par IMS*
sur feces enrichies, sur des veaux expérimentalement inoculés depuis plus de 40 jours (temps
nécessaire a la colonisation de la muqueuse recto anale). GREENQUIST et al. dans une étude
publiée en 2005 [133], trouvent également que la détection de O157:H7 par culture de
compresses tamponnées sur la muqueuse recto anale est plus sensible a la recherche d’E. coli
0157:H7 que la culture de feces. Ils ont obtenus ces résultats en comparant la prévalence
estimée en E. coli O157:H7 parmi 747 bovins de race & viande : la premiere méthode
annoncait une prévalence de 9,5%, contre 4,5% pour la deuxiéme. L’analyse par PFGE* des
souches détectées suggere que les deux méthodes ont permis de détecter les mémes souches.

Quant aux pEHEC* non-O157:H7, I’étude de NAYLOR [78] indique qu’ils n’ont pas de
tropisme particulier pour la muqueuse de la jonction recto anale. Une étude menée par
STEVENS et al. [146] suggére que les pPEHEC* de sérotype O5 et O111, porteur du géne efal,
colonisent préférentiellement le cdlon de bovins.

Ainsi donc, le choix du site de prélevement affecte les prévalences obtenues :
rechercher les pEHEC™* dans le contenu du cdlon risque de sous-estimer le portage d’E. coli
0157:H7. La recherche de pEHEC* par écouvillon de la mugueuse recto anale avantage la
détection en E. coli O157:H7 au détriment des autres souches potentiellement pathogenes ...

Parmi les études citées ici, les échantillons prélevés directement sur I’animal
proviennent en majeure partie des feces (n=38), collectées par palpation transrectale (PTR)
(n=16) le plus souvent, sur animaux vivants (n=10) ou mort depuis peu (n=6). Les
prélevements de contenu intestinal & I’abattoir sont également effectués dans 2 études. Dans
les autres études (18), les modalités de prélévement ne sont pas décrites.

Ces données sont synthétisées dans le tableau 15 :
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Tableau 15 : Type de prélevements de feces dans les études citées pour caractériser le
portage animal en pEHEC (* PTR = Palpation trans rectale).

Préléevement N,qmbre Références
d’études

PTR” 6 18, 75, 120, 129, 134, 144.
A I’abattoir : C(_)nter_lu 2 6, 62.

digestif

Non précisé | 7 12, 14, 24, 41, 43, 47, 125.

PTR” 10 7,27, 31, 34, 37, 38, 45, 73, 149, 160.
Sur animal E;%rt‘;ﬁ’eresse 11 17, 35, 52, 54, 55, 65, 80, 93, 99, 165.
vivant -y 22 23, 56, 111, 121, 127, 129 132, 143, 167,

Non précisé | 11

171.
b)
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c) L’acheminement du prélévement au laboratoire

La question soulevée ici est celle de la conservation du matériel recherché dans le
prélevement analysé. L’enjeu est différent selon que I’on travaille sur colonies vivantes ou
que I’on recherche du matériel génétique (géenes stx par PCR* sur ADN extrait par exemple).
Ce dernier peut étre retrouvé méme si les bactéries porteuses sont mortes ou incapables d’étre
cultivées par la suite. Par contre, la préservation de la viabilité des souches pathogenes au
milieu de la flore digestive commensale est fondamentale lorsque I’on veut remettre en
culture les bactéries. C’est particulierement important lorsqu’on travaille sur des prélévements
effectués chez des animaux sains ou les concentrations fécales en pEHEC* sont bien
inférieures a celles de la flore digestive commensale. La perte de quelques colonies lors de la
conservation des prélevements peut alors étre a I’origine de faux-négatifs.

Différentes stratégies sont mises en ceuvre pour préserver la viabilité des souches
initialement vivantes au cours du transport et a I’arrivée au laboratoire. Ainsi, certaines
équipes ont transporté les prélevements sous couvert du froid, par ajout de glace par exemple
[120, 35]. D’autres equipes précisent que les prélevements ont été réfrigérés [75] ou congelés
[144] dés leur arrivée au laboratoire. L’utilisation de milieux de transport favorables a la
conservation des E. coli (milieu de transport d’Amies, Cary Blair ou Stuart) est également
décrite.

De plus, le délai qui sépare le moment du préléevement et I’analyse influe sur la quantité
de bactéries présentes et peut avoir des répercussions sur les prévalences obtenues. Ainsi,
KUDVA et al. [74] ont incubé des feces de bovins pendant 28 jours et ont regardé I’évolution
de la population d’E. coli O157:H7 pour des températures allant de 23 a 37°C, la
concentration décroit de 1 log par heure pendant les 24 premieres heures. Certaines équipes
en tiennent compte en assurant un délai de moins de 24 heures entre le préléevement et le
traitement de I’échantillon. D’autres s’appuient sur des études internes pour déterminer le
délai acceptable entre le moment du prélevement et celui de I’analyse [75].

Le tableau 16 reprend les précautions particulieres décrites par certaines équipes des
études citées ici pour caractériser le portage animal en pEHEC*. Pour les études non citées,
les précautions prises ne sont pas précisées.

Tableau 16 : Précautions prises pour la préservation de la viabilité des souches entre la
collecte et I'analyse des prélevements parmi les études citées pour caractériser le portage
animal en pEHEC.

Précautions Etudes concernées

. Amies 65
L\fa'l'r'lzuo‘ﬁ Stuart 80, 99.

P Cary Blair 17,53, 111
Maitrise de la | Fendant le 35, 42, 43, 53, 55, 79, 120, 131, 165,
température transport - PP
Dés réception 53 (congélation a -70°C avant analyse), 75, 144.

Délai avant Moins de 6h 43 (4h)

. Moins de 24h 79, 131, 165.
traitement du PIus de 24h
préléevement (durée max.) 75 (14 jours), 111 (48h).
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d) Les differentes méthodes utilisées

La lecture des différents articles portants sur la recherche de pEHEC*, et le bilan Afssa
2003 sur I’étendue des connaissances relatives aux E. coli producteurs de Shiga-toxines [1],
font ressortir les différentes méthodes utilisées pour détecter les pPEHEC*.

(1)Les méthodes bactériologiques : isolement de souches suspectes

Certaines études cherchent a isoler des souches d’E. coli puis & déterminer leur profil de
virulence. D’autres études cherchent directement a isoler des STEC*.

Ainsi le bilan Afssa 2003 rapporte les particularités biochimiques des STEC* qui
permettent leur isolement. A I’inverse de la majorité des E. coli (93%), la plupart des E. coli
0157:H7 d’une part ne fermentent pas le sorbitol, ce qui est mis a profit par I’utilisation de
géloses MacConkey* au sorbitol (SMAC¥*) ; d’autres part, la plupart des STEC* O157 ne
produisent pas de B-glucoronidase, ce qui est mis a profit par I’ajout de 5-bromo-4-chlor-
indoxy-B-glucuronide (BCIG) aux géloses SMAC* par exemple [1].

Cependant, ces propriétés biochimiques ne sont communes qu’aux souches O157:H7.
Des variants O157:NM, isolés chez des patients atteints de SHU*, fermentent le sorbitol et
produisent des B-glucuronidases [67], ainsi que les autres EHEC* isolés chez les patients
humains. Les milieux SMAC sont pourtant fortement utilises pour isoler les STEC*.
L’absence de spécificité quant a I’isolement des souches non O157:H7 par rapport a I’arriére
plan de souches d’E. coli commensales diminue la sensibilité de I’isolement.

Pour affiner la sélection de souches pEHEC*, des étapes d’enrichissement sont souvent
mises en ceuvre, avec utilisation de milieux spécifiques (Triptical Soy Broth, milieu minimum
pour E. coli, gélose de Mac Conkey* pour les plus fréquents). L ajout d’antibiotiques est
fréquents : vancomycine*, novobiocine*, tellurite potassique, cefsulodine*, cefixime*, ...,
seuls ou associés. Les concentrations utilisées sont globalement homogénes. D’autres équipes
jouent également sur la thermotolérance des E. coli et incubent les souches non pas a 37°C
comme la plupart des équipes, mais a 42°C pendant des durées variables ([115] et [43]
pendant 6h, [37] pendant 18h et [111] toute une nuit).

La diversité des protocoles d’enrichissement induit des biais supplémentaires et rend les
comparaisons délicates. Par exemples, I’ajout fréquent de tellurite potassique aux géloses de
Mac Conkey* supplémentées en sorbitol permet, certes, d’isoler les souches O157:H7
porteuses d’un gene de résistance a cet antibiotique, mais est défavorable a la croissance des
souches O157:NM, dépourvues de ce facteur de résistance, ce qui peut conduire a une sous-
estimation de la prévalence de ses souches dans les études conduites [67].

Notons également qu’il existe des formes viables non cultivables, qui peuvent coloniser
leur hote mais que I’on ne sait pas cultiver en laboratoire. Toutes les techniques de détection,
ou de confirmation, faisant intervenir des étapes de culture bactérienne ne permettent pas de
mettre en évidence ces bactéries, et peuvent ainsi sous estimer la prévalence en souches
pathogenes initialement présentes dans le prélévement.
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(2)La recherche d’un effet cytotoxique sur culture de cellules Vero :

Ce test se realise :

- a partir d’un surnageant de feces mis en suspension dans un milieu favorable & la culture
d’E. coli ;

- a partir d’un extrait de colonies isolées remises en suspension, ce qui augment sa
spécificité.

La recherche d’un effet cytotoxique sur culture de cellules Vero (VCA* pour Vero Cells
Assay) peut également étre complétée par un test d’inhibition de I’effet cytotoxique par ajout
d’anticorps anti-Shiga-toxines dans le surnageant des souches VCA*+. On gagne ainsi en
sensibilité.

Ce test est rarement utilisé pour rechercher la présence ou I’absence de VTEC* dans un
prelevement. Il est par contre mis a profit pour caractériser les souches isolées apres recherche
de genes stx, ou pour caractériser les souches O157 mises en évidence.

Le tableau 17 décrit I’utilisation du VCA* dans les différentes études citées ultérieurement :

Tableau 17 : Utilisation du VCA parmi les études citées pour caractériser le portage
animal en pEHEC (sorb- = ne fermentant pas le sorbitol ; Bglu+ = présentant une activité
B—glucuronidase).

Méthode de détection Références
Surnageant de
bouillon 14, 24.

d’enrichissement
Cytotoxicité sur | Surnageant
cellules Vero* D’E. coli
Surnageant de
STEC™* présumées | 132, 149.
(sorb- et Bglu+)
Autre ; VCA* IMS* 0157 18, 56, 120.

Sur surnageant | Recherche de 17, 31, 65, 80, 90, 93, 125, 127, 134, 166,
de STEC* genes stx

6,7, 99.
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(3)La recherche de propriétés immunologiques

Deux techniques sont utilisées :

- Ilimmunoséparation magnétique (IMS*) & partir d’un surnageant de feces mis en
suspension dans un milieu favorable a la culture d’E. coli ;
- le test d’agglutination avec les anticorps anti 0157 et H7 sur latex (test LAT™).

Ces techniques présentent I’avantage d’étre spécifiques de I’antigene recherché.
Cependant, nous avons vu que les pEHEC* sont associés a un grand nombre de sérogroupes,
si bien que ces techniques ne permettent pas de tirer des conclusions sur la globalité de la
présence des souches pEHEC* dans les prélevements analysés.

Ces techniques sont mises a profit dans la recherche de la prévalence de souches
précises (0157, 026 par exemple), ainsi que pour la caractérisation des souches isolées
(sérotypage notamment).

Globalement, les protocoles d’IMS* se font en 4 étapes :

- une étape d’enrichissement des prélévements :

C’est I’étape la plus variable (cf. tableau 18), avec différentes combinaisons de milieux de
culture (BPW*, Gram Negativ broth, géloses de Mac Conkey*, milieu pour E. coli modifié,
Triptical Soy Broth), d’antibiotiques associés (cefixime*, cefsulodine*, novobiocine* et
vancomycine*), et de durée d’incubation : 6 heures [132, 120, 34], 16 a 24 heures [55], 18
heures [165] et 24 heures ([18] ; [165] pour IMS* O26).

Tableau 18 : Les milieux d'enrichissement utilisés avant de réaliser les IMS O157 et 026
dans les études citées (les cases barrées correspondent a des combinaisons non utilisées).

Antibiotiques
Milieux de Cefixime* Cefixime*
culture Vancomycine* Vancomycine* Novobiocine* | Vancomycine* | Aucun
Cefsulodine*
Buffered
Pepton 132, 62 B26 120
Water*
Gram
Negativ 34 fgo
broth*
géloses de 18
mac Conkey*
milieu pour
E. coli 56, 165 134
modifié
Triptical Soy 79 43, 45,
Broth 55.

- une étape de fixation aux billes magnétiques, globalement homogéne au sein des études
parcourues ;

- une étape de mise en culture des souches fixées sur les billes magnétiques, réalisée sur
gélose de Mac Conkey* complémentée en sorbitol, avec ajout de cefixime* et de tellurite
potassique, plus ou moins associée a la recherche d’une activité B-glucuronidase ;

- une étape de Vérification de I’appartenance des souches sorbitol négatives au sérotype
0157, par agglutination avec des anticorps anti-O157.
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(4)La recherche de matériel génétique

On utilise des amorces pour I'amplification des genes stx :

- par screening-PCR* sur le surnageant de féces mis en suspension dans un milieu favorable
a la culture d’E. coli ; puis, mise en culture des échantillons positifs et hybridation ur
empreinte de colonies avec les amorces des genes stx1 et stx2 pour isoler les colonies
positives ;

- par PCR* sur des colonies suspectes isolées.

La sensibilité de la PCR* varie dans le sens croissant en fonction du milieu utilisé pour
la recherche des génes : feces avec bouillon de culture, surnageant de cultures bactériennes,
colonies isolées avec ajout de bouillon de culture, ADN extrait ... En effet, les féces
contiennent des inhibiteurs de PCR*. Plus le préléevement sera purifié, plus la détection de
matériel génétique par PCR* sera efficace.

De plus, la présence de genes stx dans le surnageant de culture n’est pas forcément
associée a la présence de souches STEC*, mais peut simplement correspondre a la présence
de bactériophages stx+, en quantité non négligeable [100]. Un isolement de souches s+ est
donc nécessaire pour conclure sur la nature des éléments trouvés par PCR*.

Pour les cultures bactériennes, le choix des milieux de culture et des antibiotiques
associés modifie également la population de bactéries au sein de laquelle les genes stx sont
recherchés, ce qui peut induire un biais supplémentaire, notamment si les milieux choisis sont
adaptés a la recherche d’E. coli 0157.

Notons également que certains auteurs rapportent le fait que des souches initialement
stx+ ont perdu cette caractéristique au gré des cultures [66, 124].

Tableau 19 : Les différents supports utilisés pour rechercher des pEHEC par PCR
parmi les études citées pour caractériser les souches pEHEC.

Support de PCR* | Références

Féces en suspension
Bouillon Surnageant 27, 47, 65, 69.
d’enrichissement -
pour E. coli ADN extrait 12, 31, 42, 75, 144.
Cultures sur
milieux sélectifs | Surnageant 54, 69, 125, 127.
(antibiotiques)
ou d’isolement | ADN extrait 41, 127, 134, 143,
(type SMAC*)

Colonies pEHEC*-like en suspension

4,17,70, 80, 93, 121, 131, 166, 167, 171.

(5)Quelques élements de comparaison de ces techniques

Dans une étude publiée en 1995, I’équipe de SANDERSON [136] a comparé des méthodes
de détection de O157:H7 dans les féces de bovins. Ils ont conduit trois études distinctes :
- I’expérience n°l portait sur la recherche d’une souche d’E. coli résistante a I’acide
nalidixic inoculée sur des féces de vaches laitiéres adultes ;
- I’expérience n°2 portait sur I’excrétion fécale d’E. coli O157:H7 par des veaux laitiers
naturellement infectés, élevés dans un élevage ou E. coli O157:H7 avait été isolé lors d’une
étude précédente ;
- et I’expérience n°3 portait sur I’excrétion fécale de la souche résistante a I’acide nalidixic
inoculée oralement a des veaux laitiers.

Au cours de ces expériences, ils ont testé I’efficacité de détection de différentes
méthodes : enrichissement de 0,1g ou de 10g de féces, sur TSB* +/- antibiotiques (cefixime*,
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tellurite et/ou vancomycine*), avant ensemencement de gélose de Mac Conkey* au sorbitol
+/- antibiotiques (cefixime* +/- vancomycine*), et réalisation d’IMS* O157 ou non.
Il est ressortit de cette étude que :
= I’enrichissement des prélevements sur TSB*+cefixime* (50ng/ml)+vancomycine*
(40ug/ml) (noté TSB*cv) suivi d’un étalement sur gélose de Mac Conkey* au
sorbitol+cefixime* (50ng/ml) + tellurite (2,5ug/ml) aprés dilution & 10-2 ou 10-*, est la
méthode la plus sensible de celles testées ici ;

. I’enrichissement de 10g de féces au lieu de 0,1g a tendance a augmenter la sensibilité
(différence non significative dans cette étude) ;
. I’utilisation de I’IlMS* aurait également tendance a augmenter la sensibilité (Iégerement

meilleure mais pas de différence significative ici entre I’utilisation de I’'lMS* sur culture
enrichie sur TSB*cv et I’ensemencement de géloses CT-SMAC* de cultures de 0,1g de
feces enrichies sur TSB*cv) ;

. les seuils limites de détection de 50% sont de 10°> CFU/g pour I'IMS* aprés
enrichissement sur TSB*cv et pour I’enrichissement TSB*cv puis ensemencement CT-
SMAC* dans la troisieme expérience.

Gardons a I’esprit que les seuils de détection de ces différentes techniques sont trés
différents, et on ne peut comparer que les résultats en terme de prévalence obtenus avec la
méme technique.

2. Les biais induits par I’échantillonnage

a) Le choix de la population visée par I’enquéte

On ne peut comparer que les résultats donnés pour des populations bien définies,
séparées par des criteres d’age, de sexe, de race, de conduite d’élevage, d’alimentation, ... Les
données relatives a ces criteres ne sont pas toujours fournies dans les publications, mais il est
prudent d’en tenir compte.

En matiere de STEC*, les principaux critéres testés sont :

- I’4ge [47, 160, 23, 165, 54] ;

- le stade physiologique [75, 70, 45];

- le régime alimentaire [48, 154] ;

- pour les études concernant les veaux, les pEHEC™* ont été recherchées chez des animaux
sains [62, 4, 144, 143], et chez d’autres diarrhéiques [167, 14, 166, 121, 129, 93, 80]

De méme, GOBELJI et al. [24] ont mis en évidence des prévalences significativement
différentes entre les petites exploitations (109 des 589 animaux testés) et les grands élevages
hors-sol (17 des 235 animaux testés). Les données sur la taille des exploitations sont
cependant peu citées dans les études concernant la répartition des pEHEC™* chez I’animal.

GEUE et al. [47] se sont demandés si le stress lié au transport entre le lieu d’élevage et
I’abattoir, corrélé a sa durée, pouvait avoir une incidence sur le taux d’excrétion en pEHEC*
des bovins préleveés a I’abattoir. Aucune tendance n’a été remarquée.

Il faut également prendre en compte la population bactérienne étudiée, qui peut varier
en fonction du protocole de préparation du prélevement. Ainsi, on ciblera les populations
dominantes si on examine des colonies isolées aprés dilutions successives de I’échantillon de
base. En effet, la dilution permet de diminuer la concentration en bactéries, et on a
statistiquement plus de chances d’isoler un clone majoritaire. Par contre, on aura acces aux
clones minoritaires si on utilise une méthode trés sensible sur un échantillon non dilué, par
exemple I'IMS* O157 pour rechercher les E. coli 0157 ou la PCR*. C’est particulierement
important quand on recherche des pathovars* a partir de sujets sains, car ils ne font alors pas
partie de la population majoritaire. Or les doses infectieuses pour les pEHEC* sont faibles
[1], si bien qu’il est important de détecter ces pathovars* méme s’ils sont présents en faible
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quantité. Ici, quelques études ont eu recours a la dilution des préléevements : [53], [58].

b) La représentativité de I’échantillon

Quand on parle de prévalence, il faut s’intéresser a la représentativité de I’échantillon
étudié, pour savoir a quel groupe les résultats peuvent étre extrapolés. Bien souvent, les
études menées permettent de dresser un bilan de zones géographiques restreintes. De plus, la
date des prélévements est importante car le portage animal évolue avec le temps.

Quand on s’intéresse a la prévalence en pEHEC*, il faut regarder sur quels criteres les
fermes ont été choisies: ont-elles été sélectionnées suite a un échantillonnage
aléatoire ? [111] apres questionnaire et acceptation de I’étude par I’éleveur ? [120, 34] suite a
une épidémie épidémiologiquement liee a la ferme ? [128, 127]

Le choix des animaux prélevés peut également biaiser la représentativité de
I’échantillon en introduisant des facteurs de variation supplémentaires.

c) Lataille des échantillons

La taille des échantillons prélevés est également un critére important pour
I’extrapolation des résultats. Seuls les résultats accompagnés d’intervalles de confiance
permettent une comparaison des prévalences annoncées. La taille des échantillons est souvent
trop petite pour permettre d’avoir des résultats interprétables. Cependant, les résultats
annoncés donnent une idée sur la présence ou I’absence de pEHEC* dans la population
étudiée avant d’entreprendre des études de prévalence globale.

92



3. Portage de pEHEC par les bovins
a) Les principales caractéristiques de I’excrétion des pEHEC par les bovins adultes

(1) Présentation des principales études citées

Sept études sont présentées ici pour illustrer les grandes lignes données par le bilan
Afssa 2003 sur le profil d’excrétion en pEHEC™ par les bovins [1].

La premiére a été conduite en Allemagne par GEUE et al. [47]. lls ont suivi pendant 3
ans quatre troupeaux de bovins (trois de race & viande et un de race laitiére), avec recherche
de STEC* sur des tampons rectaux de féces apres enrichissement par passage sur des
bouillons de Luria Bertani*, puis analyse du surnageant apres centrifugation.

Ils ont ainsi obtenu sur les 3 années de suivi, a raison d'un prélévement toutes les 2 a 4
semaines, respectivement 28,8% de préelévements positifs pour un groupe, 40% pour deux
autres groupes, <60% pour un quatrieme groupe et 81,5% pour le dernier groupe. Cela
correspond a 970 prélevements positifs sur 2163 analyses (44,8%), avec isolation par
« southern blot » des souches sur 810 prélevements positifs, soit 37% de prélevements totaux.

Dans I’étude conduite aux USA par THAN [149], un troupeau de 23 génisses de race a
viande a été suivi sur une période d’un an, avec une série de prélevements a chaque saison.
Les prélevements rectaux de féces ont été enrichis avant d’étre étalés sur gélose SMAC* en
vue d’isoler des colonies d’E. coli ne fermentant pas le sorbitol. Ces colonies ont été
caractérisées biochimiguement a I’aide de galeries API20E, puis ont été testées sur cellules
Vero*. 5 prélevements issus de génisses différentes ont révélé la présence de STEC*, soit
21,7%.

L’équipe a également recherché le sérotype O157:H7 par hybridation sur empreinte de
colonies dans les 86 prélevements en provenance des 23 génisses: sur les 5 colonies
positives, 1 seule a été confirmée O157:H7 par sérotypage dans un centre de référence, soit
1,2% des prélévements [149].

Dans I’Etat de Washington (USA) en 1997, HANCOCK et al. [54] ont isolé des E. coli
0157 a partir de prélevements de feces de bovins de 13 troupeaux et d’un centre d’alotement
pour veaux (10 veaux prélevés mensuellement, agés de moins d’une semaine a 10-25 jours).
Le suivi a duré 13 mois a raison d’un prélévement par mois. 5 troupeaux étaient initialement
positifs (sur la base d’études conduites entre 1991 et 1993) et 8 initialement négatifs. Parmi
les 1040 prélevements en provenance de veaux, 13 sont positifs (soit 1,3%). Parmi les 3483
en provenance de génisses, 58 le sont (soit 1,7%), ainsi que 20 des 4762 isolés chez I’adulte
(0,4%).

En Louisiane (USA), I’équipe de DUNN et al. [34] a suivi de février a octobre 5
troupeaux de vaches laitieres adultes. Ils ont recherché la présence d’E. coli O157 par
incubation de 20g de féces incubées 6h a 42°C dans du bouillon pour Gram négatifs,
supplémenté en cefsulodine*, vancomycine* et cefixime*. Puis ils ont isolés les souches
0157 par IMS* et culture sur CT-SMAC*, 37°C pendant 18 & 24h. Au maximum 3 colonies
phénotypiquement typiques des souches O157:H7 ont €té ensuite confirmées par sérotypage
ELISA, puis par PCR* rfbo,s7 €t fliCy7. 4 campagnes de prelévements ont été effectuées, en
février (163 vaches prélevées), mai (157 vaches), juillet (156 vaches) et octobre (159 vaches).

Au Canada, LEJEUNE et al. [79] ont suivi d’avril & septembre 2000 I’excrétion de E. coli
0157:H7 par des bovins en provenance d’un élevage hors-sol. Les bovins étaient élevés en
stabulation de 500, avec une rotation importante (75 000 animaux environ ont transité dans
cette station au cours de I’étude). Les prélevements - 10g de 30 bouses fraiches récoltées sur
une semaine tous les 14 jours - ont été analysés avec recherche d’E. coli O157:H7 par IMS*
apres enrichissement sur TSB* supplémenté avec vancomycine* et cefixime*. Les colonies
ne fermentant pas le sorbitol ont été isolées sur CT-SMAC*, puis leur sérotype a été controlé
par agglutination (antigene O157 et H7). Ensuite, les souches en provenance de 8 enclos ont
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été analysées par PFGE*, avec restriction par Xball.

Au Japon, EZAWA et al. [38] ont recherché la présence d’E. coli O157:H7 dans un
troupeau de génisse en centre de regroupement en vue de subir une insémination artificielle,
qu’ils ont suivi pendant 3 ans (changement quasi-complet du cheptel chaque année). Ils ont
enrichi leurs prélevements rectaux sur mEC* avec novobiocine*, puis ont isolé des colonies
sorbitol-négatives par culture sur CT-SMAC* et leur ont fait subir un test d’agglutination
avec des anticorps anti-O157 et des anticorps anti-H7. lls ont ainsi mis en évidence la
présence de E. coli O157:H7 dans 10,6% de leurs prélevements en 1998, contre 5,6% en 1999
et en 2000.

Au Japon toujours, WADIASIH et al. [165] ont étudié la durée et I'importance de
I’excrétion fécale en STEC* 0157 et 026 par des bovins naturellement infectés dans une
ferme de la région de Tohoku. lls ont ainsi prélevé les feces de veaux agés de 1 a 10 mois, au
cours de trois campagnes de prélévements (en hiver, au printemps et en été) étalées chacune
sur 14 semaines pour 0157 et 6 pour O26. La recherche des STEC* s’est faite par IMS* aprés
enrichissement sur bouillon mEC* supplémenté en novobiocine* puis sur TSB*. La culture
des billes magnétiques a été faite sur gélose CT-SMAC™* pour les E. coli 0157, et sur CT-
RMAC™ pour les E. coli 026. Les 0157 et 026 isolées ont ensuite été confirmées STEC* par
recherche de génes stx par PCR*. Ainsi, des STEC* O157 ont été retrouvés dans 11 des 324
prélevements (3,5%) et les 026 dans 14 des 178 prélevements. Les deux sérotypes n’ont
jamais été isolés chez les mémes animaux.

Les tendances que I’on peut dégager de ces études sont les suivantes :

(2)Les prévalences obtenues sont trés hétérogénes

Les différentes études précitées mettent en avant une hétérogénéité importante des
prévalences trouvées. Ainsi GEUE et al. [47] mettent en évidence d’une part la grande
hétérogénéite du portage en STEC* entre les fermes (de 28,8 & 81,5% en fonction des
fermes), et d’autre part la grande hétérogénéité du portage entre les animaux d’une méme
ferme, avec des animaux souvent excréteurs (75 a 100% des échantillons prélevés au cours
des 3 ans sur ces animaux positifs) et d’autre plus rarement (0 a 10% de prélevements
positifs). HANCOCK et al. [54] font également remarquer que sur les 8 troupeaux initialement
négatifs (études de recherche de 0157 menée entre 1991 et 1993), quatre se sont positivés au
cours de I’étude (menée en 93/94). THAN et al. [149] remarquent également que le nombre de
prelevements positifs varie en fonction du jour de récolte.

Ces constats relativisent I’'importance que I’on peut donner aux études annoncant des
prévalences au sein de différents groupes d’animaux. 1l faut en effet garder a I’esprit que les
études basées sur des prélévements ponctuels ne sont que des photographies de la situation sur
I’animal prélevé, le jour de ce prélévement.

(3)Y a-t-il un effet saison pour ’excrétion de pEHEC ?

Un pic d’excrétion a pu étre remarqué en été dans plusieurs études, en paralléle avec
une recrudescence des cas cliniques humains a cette période (dd a des habitudes alimentaires
différentes en été et en hiver, ou a une plus grande exposition en été, ou...). La plupart des
études ponctuelles, avec des campagnes de prélevements s’étalant sur plusieurs mois mettent
en avant le fait que les prévalences trouvées sont plus importantes durant les mois chauds que
les mois plus frais ; cependant, d’autres biais peuvent interférer avec ces différences (pour les
études a I’abattoir, origines des bovins différentes, différences de systemes d’exploitations...).
Les tendances données par les études longitudinales, qui se focalisent sur le suivi des mémes
troupeaux sur une longue période, permet de mieux apprécier I’effet saison.

Citons par exemple I’étude longitudinale menée par DUNN et al. [34] sur 5 troupeaux de
vaches laitiéres prélevées 4 fois en 9 mois, qui confirme I’élévation de la prévalence pendant
les mois chauds: les prévalences observées en mai (7,6%) et juillet (6,6%) sont ici
significativement supérieures a celles observées en février (0,61%) et octobre (0,63%). De
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méme, THAN et al. [149] notent une tendance aux variations saisonniéres du portage, avec une
seule génisse porteuse au printemps, une en automne et trois en hiver. La petite taille de
I’échantillon ne permet pas de conclure cependant. WIDIASIH et al. [165] ont également noté
un effet saison, avec des excrétions maximales au printemps et en été.

HANCOCK et al.[54] remarquent également que les prévalences ponctuelles obtenues
varient d’une saison a I’autre dans cette étude, avec des prévalences de 2,6% en juin contre
0% en décembre. EDRINGTON et al. [35] font le méme constat, avec absence de détection d’E.
coli O157:H7 dans les feces de 120 vaches laitiéres de 4 grandes exploitations en janvier,
alors que les 4 fermes ont été positives au moins une fois lors des deux campagnes de
prélevements d’aolt. Cependant, les pourcentages d’animaux positifs par exploitation au mois
d’aolt varient entre les fermes (de 0 a 35% d’animaux excréteurs), et entre les deux
campagnes pour la méme ferme (de 1,7% d’animaux positifs & 35% pour une ferme par
exemple).

De méme, dans I’étude conduite par EZAWA et al. [38], I’effet saison se fait ressentir
mais est variable en fonction de I’année : en 98 et en 99, les prévalences apparentes d’été et
d’hiver sont supérieures a celles de printemps, alors qu’en 2000, les prévalences de printemps
sont supérieures a celles d’hiver et d’été, et ce malgré des conditions climatiques et
zootechniques identiques.

Bien que cet effet saison ne soit pas bien caractérisé, certaines équipes choisissent de
prélever leurs animaux durant les mois chauds pour maximiser les chances de détecter des
STEC* (étude ponctuelle de DUNN et al. [34] par exemple).

(4)La durée d’excrétion de pEHEC par les bovins

De nombreuses études longitudinales ont mis en avant le fait que la plupart des bovins
positifs lors du prélevement effectué a la date n sont negatifs a celui de la date n+1. Ainsi, par
exemple, aucune des 5 génisses porteuses de pEHEC* dans I’étude de THAN et al. [149] n’a
été positive deux fois au cours des quatre campagnes de prélevements, espacées de 3 mois.
L’étude de HANCOCK et al. [54] confirme cette tendance (prélevements mensuels), ainsi que
celle de I’équipe d’EzAwaA [38] (prélevements mensuels). L’étude de WIDIASIH et al. [165]
permet d’affiner la durée d’excrétion, avec des campagnes de prélévements hebdomadaires de
14 semaines pour E. coli O157 et de 6 semaines pour O26 : la durée d’excrétion d’E. coli
0157 par des veaux de 1 a 10 mois est comprise entre 1 et 10 semaines, alors qu’elle est plus
courte pour O26: entre 1 et 3 semaines. De méme, LE JEUNE et al. [79] ont remarqué la
persistance de 4 clones proches (détectés par PFGE™* avec restriction par Xball) dans 8 enclos
pendant 4 mois au moins.

LIEBANA et al [82] ont étudié la persistance d’E. coli O157 dans 9 fermes
épidémiologiquement non liées en Angleterre et au Pays de Galles. D’avril 2000 a février
2001, ils ont prélevé 90 vaches, a raison d’un prélevement par mois, en intégrant lors de
chaque campagne les animaux de la cohorte originale, chaque nouveau-né, et chaque vache
nouvellement arrivée. 648 E. coli O157 ont été isolés, parmi lesquels 318 ont été analysés
avec determination de leur profil PFGE*. Dans la plupart des cas, différents profils ont été
mis en évidence, sur des animaux différents, mais persistant au sein de la ferme. A différentes
occasions, le méme profil a été retrouvé durant 4 sessions de prélévements successives.
Certains clones ont pu étre isolés dans la méme ferme durant 17 mois, et chez le méme animal
durant 7 mois. Un site de colonisation a été mis en évidence pour les E. coli 0157 [109] a la
proximité de la jonction recto anale. La situation reste encore floue pour les autres pEHEC*.

Pour conclure, I’excrétion de STEC* par les bovins lors d’infection naturelle est
intermittente. Par contre, si & I’échelle d’un animal I’excrétion est de courte duree, elle
persiste plus longtemps au sein d’un troupeau, comme le montre les résultats obtenus par
THAN [149], EzAWA [38], WIDIASIH [165] et GEUE [47]. Il reste a définir si les bovins
éliminent totalement les pEHEC™* de leur tube digestif, ou s’ils y persistent a bas bruit, sans
étre détectés dans les féeces.
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b) Les prévalences de I’excrétion de pEHEC par les bovins adultes

(1)En Europe

Un échantillon de 11 publications parues entre 1993 et 2005 a été utilisé pour dresser ce
bilan. Trois méthodes différentes ont été utilisées pour rechercher les pEHEC™ : les épreuves
de cytotoxicité sur cellules Vero*, la recherche de génes stx par PCR* et la séparation
immunomagnétique (IMS*).

(a)Les prévalences obtenues par épreuve de cytotoxicité sur cellules Vero
(VCA)

En Allemagne en 1993 [6], BEUTIN et al. ont effectué des épreuves sur cellules Vero*
a partir de colonies d'E. coli isolées a partir de feces de bovins prélevées dans le c6lon en
abattoir ou dans le rectum en élevage : 10% des 20 prélevements se sont révélés positifs a
I'abattoir, contre 23% en élevage (122 prelévements).

En Italie la méme année, CAPRIOLI et al. [14], ont recherché des VTEC en effectuant
des tests sur cellules Vero* sur les surnageants de feces incubées une nuit a 37°C dans du
bouillon de soja/tryptical en provenance de 18 vaches laitieres : 11,1% de préléevements se
sont révélés positifs.

(b)Les prévalence obtenues par recherche des génes sx

En France, ROGERIE et al. [134] ont cherché par PCR* des STEC* dans 851
prélevements de 1g de feces de bovins sevrés (374 vaches laitieres, 371 bovins viande et 106
taurillons), prélevés dans le rectum, dans 7 abattoirs en 1997, et dont I'ADN a été extrait. lls
ont trouvés 18% de prélevements positifs, et ont pu isoler des souches STEC* dans 7,9% des
prélevements totaux.

Une autre étude a été menée également en France d'octobre 1997 a septembre 1998
[125] avec recherche de STEC* par PCR*-stx sur le surnageant de 0,2g de féces ensemencées
sur des géloses SMAC* avec incubation de 8h a 37°C. lls ont trouvé 70% des 470
prélevements positifs, avec isolement de souches sur 34% des échantillons.

Avant de comparer ces deux résultats, il convient de noter la différence de taille des
prélevements analysés (1g versus 0,2Q), et la différence dans la préparation des prélévements :
dans la deuxiéme étude, une étape supplémentaire d'enrichissement sur gélose adaptées aux E.
coli 0157 a pu augmenter la sensibilité de la méthode de détection: I'équipe estime que le
seuil de détection de leur technique avoisine les 10 organismes par grammes.

En Allemagne en 1996-1998, ZSCHOCK et al. [171] ont recherché des génes stx sur
colonies E. coli-like aprés incubation sur gélose de Gassner*: 130 des 726 prélévements
(18%) présentent au moins une colonie STEC*.

(c) Les prévalences obtenues par IMS avec antigénes anti 0157

En France (ROGERIE et al. [134]), la recherche d’E. coli O157:H7 dans 851
prélevements de 1g de feces de bovins sevrés (374 vaches laitieres, 371 bovins viande et 106
taurillons), prélevées dans le rectum, dans 7 abattoirs en 1997, a permis I’isolation par IMS*
de 8 souches, trouvées dans 4 prélevements différents.

En Angleterre, dans la région de Sheffield (CHAPMAN et al. [18]) des IMS* ont été
réalisées sur 1840 tampons rectaux de féces de bovins préleves pendant un an a I’abattoir,
aprés incubation 6h a 37°C avec de I’eau peptonée tamponnée associée a de la vancomycine*,
de la cefixime* et de la cefsulodine*. 15,7% des prélevements ont permis I’isolement d’au
moins une souche d’E. coli 0157, avec une prévalence mensuelle allant de 4,8 a 36,8%.

Une autre étude a été réalisée en 1999-2000 dans 118 abattoirs de Grande Bretagne,
(PAIBA et al. [120]), sur des feces de bovins destinés a la consommation humaine (donc de
moins de 30 mois, dont la majorité ages de 18 & 30 mois). Les prélevements ont été réalises a
I’abattoir, puis 1g a été mis en incubation 6h a 37°C avec de I’eau petonée tamponnée avant
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de subir une IMS*. Des E. coli O157 ont pu étre mis en évidence dans 4,7% des prélévements
(IC 2 95% = [4,1%; 5,4%)]).

En Norvege, une étude réalisée en 1995 (VOLD et al. [160]), sur 1970 bovins laitiers de
197 troupeaux, la recherche d’E. coli O157 par IMS* sur 1g de feces incubées dans du
bouillon pour Gram négatif a permis I’isolement de souches dans six préléevements (0,3%),
provenant de deux troupeaux (soit 1%).

Une autre étude (JOHNSEN et al. [62]) a été menée en 1998-1999 sur 1300 bovins
adultes de 848 troupeaux, a partir de I’analyse du surnageant de 5g de feces incubées pendant
6h a 37°C dans de I’eau petonée tamponnée associée a de la vancomycine*, de la cefixime* et
du cefsulodine*. 3 des 1300 prélévements sur bovins adultes ont permis I’isolement d’E. coli
0157 par IMS*, soit 0,23%. Cela raméne la prévalence individuelle a 0,19%, et celle de
troupeau a 0,35%.

WATESON [162] dans une revue sur les E. coli zoonotiques rapporte une étude danoise
menée en 1999 par NIELSEN et al. [112] sur 60 troupeaux bovins, dans laquelle 10 troupeaux
(soit 17%) seraient positifs pour E. coli O157:H7.

Le tableau 20 reprend les principales caractéristiques des études citées pour caractériser

le portage en pEHEC™* chez les bovins en Europe.

Tableau 20 : Prévalences en pEHEC chez les bovins adultes en Europe. NP = non précisé.
Année de , Prévalence | Prévalence ,
Pays prélevement Methode | Groupe individuelle | troupeau Ref.
PCR™ stx . 18% avec
1997 sur ADN aB‘I’,‘;g’aSt;‘?‘r“tes 7.9% NP 134
purifié d’isolats
. 70% avec
PCR* stx Bovins adultes
France 1997/98 sur colonies | 3 I'abattoir 3f1_% NP 125
d’isolats
Bovins adultes
1997 IMS* 0157 | et taurillons a 0 NP 134
\ . 0,5%
I’abattoir
PCR*szx | Bovins en 0
1996/98 sur colonies | élevage 18% NP 171
Bovins élevage | 23% NP
Allemagne | 1993 VCI:A Sur - g- ° 6
colonies Bovins abattoir | 10% NP
1093 VCA Vaches 11% NP 14
laitieres
Italie 1097 IMs* 0157 | Bovins adultes |, 4o, NP 18
a I’abattoir
Angleterre | 1999/2000 IMS* 0157 | Bovins abattoir | 4,7% NP 120
Grande * Bovins laitiers 0 0
Bretagne 1995 IMS* 0157 élevage 0,3% 1% 160
Norveége 1998/99 IMS* 0157 | Bovins abattoir | 0,19% 0,35% 62
Danemark | 1999 IMS* 0157 | Bovins NP 17% 162
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(d)Synthese sur le portage des pEHEC chez les bovins adultes en Europe :

Pour la recherche de VTEC par VCA, la taille des échantillons permet d’obtenir des
intervalles de confiance acceptables, excepté pour deux études: BEUTIN et al. [6] pour la
recherche de VTEC chez des bovins prélevés en élevage, avec un intervalle de confiance a
95% de [1% ; 32%] (déterminé avec la méthode décrite par SCHWARTZz [138]) et CAPRIOLI et
al. [14] avec une prévalence apparente comprise entre 1 et 36%. L’autre étude conduite par
BEUTIN et al. [6] sur des bovins prélevés a I’abattoir donne une prévalence proche de 23%,
avec un intervalle de confiance a 95% acceptable : [22,9 ;23,1].

Pour les méthodes PCR*, la taille supérieure des échantillons permet d’affiner les
résultats, qui sont de 7,9 ; 18 ou 34% en fonctions des études. La recherche d’E. coli 0157 par
IMS* montre des prévalences plus faibles, inférieures a 1% [134, 160, 62] ou proches de 4%
[120].

Prévalences (%)
40 -

35 A

30 A

25

20

15

10 A

) I I I
0 - - —
VCA VCA PCR PCR

VCA PCR IMS 0157 IMS 0157 IMS 0157 IMS 0157
élevage abattoir Caprioli  isolat isolat  Zschock Rogerie Paiba02 Vold 98 Johnsen
Beutin 93 Beutin 93 93[14] Rogerie Pradel00 00[171] 01[125) [120] [159] 01[62]
[6] [6] 01[134] [125]

Graphique 1 : Prévalences en pEHEC chez les bovins adultes en Europe. Les intervalles de
confiances a 95% indiqués sur le graphique ont été obtenus soit d’apres la méthode décrite par SCHWARTZ [138],
soit selon des données propres aux études citées.
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(2)En Amérique du Nord

(a)Ordre de grandeur des prévalences trouvées

De nombreuses études ont été conduites en vue de caractériser la prévalence en E. coli
0157:H7 des troupeaux de bovins en Amérique du Nord (USA + Canada). Ainsi HUSSEIN ET
BOLLINGER [59] citent des prévalences en E. coli O157:H7 isolées chez les bovins & viande
adultes allant de 0,3 a 13,6% pour les bovins prélevés en élevage hors-sol ; de 0,7 a 1,2% pour
ceux prélevés au paturage ; de 5,9 a 28,7% pour ceux prélevés en atelier de découpe ; et de
1,2 a 6,9% pour ceux prélevés en élevage extensif. Pour les bovins laitiers adultes, HUSSEIN
ET SAKUMA [60] citent des études se focalisant sur la recherche d’E. coli O157:H7 ; les
prévalences obtenues dans les 4 études citées vont de 0,2 a 8,4%.

Les études consacrées a la recherche des autres sérotypes pEHEC™ sont plus rares. Dans
leur synthese, HUSSEIN ET BOLLINGER [59] citent des prévalences en STEC* non-O157 dans
les feces de bovins a viande allant de 4,7 a 19,4% en fonction des études. Pour les vaches
laitieres, HUSSSEIN ET SAKUMA [60] citent des prévalences en STEC* allant de 0,4 & 8,4%
(études ayant recherché des STEC™ sans se focaliser sur les E. coli O157:H7, mais sans les
exclure non plus).

Tableau 21 : Prévalences en E. coli O157 chez les bovins adultes en Amérique du Nord
(d’apres les syntheses de HUSSEIN et al.).

Catégorie d’animaux | Prévalence Prévalence troupeau | .,
Pays o o . . Réf.
prelevés individuelle estimée estimée
Veaux laitiers 0,4 a40%
— — 22 a 50% des troupeaux
0
USA Génisses I_a_lt\leres 1,6 zfl 3,0% selon une étude. 60
Vaches laitiéres adultes | 0,2 a 8,4%
Bovins allaitants en R 040
feedlots 0,3 a13,3%%
Bovins  allaitants  a s 1 90
USA | Iherbe 0.721,2% NP 59
Bovins de race a viande
prélevés en atelier de | 5,9 a 27,8%
découpe
4/1000 soit 0,4% en
. . 1994 a 13/48 (méme
Canada | Bovins allaitants troupeau) soit 27.3% NP 59
en 1997
26/291 chez les adultes
. . soit 8,9% et 19/115
Canada | Bovins laitiers oour les veaux soit NP 60
16,5%

Nous avons sélectionné 12 études pour éetayer les prévalences en pEHEC* chez les
bovins adultes en Amérique du Nord.
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(b)Portage par les bovins a viande

(i) Prévalences de troupeau

Cing études sont citées ici : quatre concernent les Etats-Unis, et une le Canada ; quatre
s’intéressent au portage en pEHEC des bovins élevés en élevage hors-sol, et une au portage
des bovins éleves en patdre.

Pour les bovins en élevage hors sol, les prélevements ont été effectués par tamponnage
de bouses fraiches, récoltées dans les stabulations. Pour les bovins au péturage, les féces ont
été prélevées dans le rectum, ce qui limite les contaminations extérieures, et la dégradation
des bactéries.

Parmi les études s’intéressant aux bovins en élevage hors-sol, trois sont réalisées aux
Etats-Unis, par I’équipe de HANCOCK en 1994 [52], en 1997 [53], et en 1998 [55] ; et une au
Canada, en Alberta, par I’équipe de RENTER en 2004 [131].

Les études américaines recherchent exclusivement des E. coli O157:H7, par LAT*
0157 apres culture sur gélose SMAC* pour les études [53] et [52]. Une étape de dilution du
prélevement original a également été ajoutée pour I’étude de 1994 [53], ce qui modifie la
population bactérienne a laquelle on s’intéresse, ainsi qu’une étape d’enrichissement sur
TSB*, ce qui améliore la sensibilité du test [136]. Dans ces deux études, la sélection des
colonies sur leurs propriétés biochimiques avant de tester leur agglutination, permet
d’augmenter la spécificité de la recherche. Pour I’étude publiée en 1998 [55], la recherche
d’E. coli O157 s’est faite par IMS* apreés culture sur gélose SMAC*,

Le champs d’investigation de I’étude canadienne est plus large : RENTER et al. [131] ont
recherché les STEC par PCR stx1 et s&x2 sur colonies E. coli-like isolées sur gélose de Mac
Conkey, puis ont recherché parmi les prélevements positifs des marqueurs de trois sérotypes
souvent associés a des SHU chez I’homme : 026:H11, O111:H8 et O157:H7. Les marqueurs
employés pour la recherche de ces trois sérotypes sont des alléles du gene eae, de séquence
propre a chaque sérotype : I'allele eaeoze.ri11, I'allele eaeoi11:1g €t I'alléle eaeois7:17. Pour le
sérotype O157:H7, la recherche du géne f7iC codant pour I’antigéne flagellaire H7 a
également été recherché. Dans cette étude, les souches positives a la PCR n’ont pas été isolées
par la suite, et donc leur sérotype n’a pas été confirmé.

Les prévalences en E. coli O157:H7 de troupeaux de bovins adultes élevés en élevage
hors-sol s’étalent de 10 a 100%. HANCOCK et al. [55] ont retrouvé des E. coli O157 dans les 6
troupeaux préleves, soit 100%. Cependant, le nombre de troupeaux inclus dans cette étude est
inférieur a celui testé dans les autres études. Dans I’étude [52], 20 troupeaux ont été testés et 2
se sont révélés positifs soit 10%. Dans I’étude [53], 100 troupeaux ont été testés, et le
traitement des prélevements a été fait dans deux laboratoires : le premier a testé 40 troupeaux,
dont 31 se sont révélés positifs, soit 77%, et le deuxieme en a testé 60, dont 30 se sont révélés
positifs, soit 50%.

Pour ce qui est de la recherche en STEC*, I’étude canadienne [131] rapporte des
prévalences trés élevées : sur les quatre exploitations testées, des STEC ont été retrouvées
dans au moins un des enclos prélevés, et sur la totalité des 25 enclos prélevés, 23 sont positifs,
soit 92%. Les prélevements en provenance de 20/23 enclos ont permi I’amplification des
séquences eaegzs:H11, 5/23 enclos celle des séquences eaeoi11:Hg et 2/23 celle des séquences
eaeois7-H7 €t flicCyz. Rappelons qu’aucune isolation de souche n’a été faite, si bien que rien ne
permet de savoir si les genes eae trouveés étaient portés par des souches stx+.
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Tableau 22 : Prévalences en pEHEC dans les troupeaux de bovins adultes de race a
viande en Ameérique du Nord (tpx = troupeaux).

Categorie Prévalence
Pays d’animaux Prélevement | Cible trouneau Méthode Réf
préleves b
30 bouses
Elevages fraiches STEC* 23/?5. enclos Isolation de colonies
hors-sol de P positifs (92%) et
Canada, 5 000 A prélevées par | et 4/4 feedslot suspectes sur Mac
Alberta, 18 000 tétes - enclos ; O157:H7 20/23 ' + Conkey™* et PCR* stx/ | 131
2004, juillet | =°. . | poids 0111:H8 CACoHUT | ot g1x2 puis 3 PCR eae
animaux a 90j | e - 026:H11 | /23 eacorumst | o\ brelavements stct
de I’abattage 600(};/ : : 2123 eaeoysr i+ p stx+.
Compresses Culture sur gélose
* *
USA, . tamponnées . SMAC ! Lf‘T 0157
Washington | Elevage hors- ) 2/20 tpx soit puis PFGE* pour
sur des O157:H7 ! 52
1997, de 07 | sol bOUSES 10% comparaison avec les
all fraiches clones isolés chez des
patients humains
USA, 1994:
Sud : g?nngesgss Compresses mises en
Arizona, sur Ses suspension dans du
California, b TSB*; dilution 10*;
Texas fr(;LTjgﬁZs 0157: enrichissement.sgr
Centre : (moins de 2h 32/40 (80%) TSB* avec cefixime™
Colorado, aprés pour lablet et vancomycine™ ;
Kansas, ST ) 31/60 (52%) isolement sur CT-
Oidatoma | S ore | feaion | OLSTHT | g SMACT, rachece e |
Nord : 'eu’nes milieu de 0O157:H- O15Z:HT. la fermentation du
Idaho, J fransport ' 31/40 (77%) lactose (lact) et d’une
Hlinois, avec F(Jje la pour labl et activité -
lowa, lace. 2 30/60 (50%) glucuronidase (-
Minnesota glace. 2 pour lab2 glu) ; LAT* avec
laboratoires
Nebraska, ont fait les recherche de O157
Sud analyses pour sorb-, Ifct+ et B-
\?\Zl;%tl?{gton (Iabl et Iab2) gIU' et PCR Stx
Bovins de 6 Compres,ses
X hors- tamponnées
Nord des elevages sur bouses o .
USA. 1997 sol, avec 250 fraiches Prelevées et mises
(07 a’ 11) : a 14 750 Mises er’1 AU moins un dans TSB* avec
Oreaon ’ animaux par Suspension 0157 prélévement vancomycine*, 55
I dar?o ei ferme dang y positif par ferme | isolement CT-SMAC*
Washinaton (médiane a TSB* avec et IMS* 0157
9ton | 1550 : pas ;
L vancomycine
randomisation T
et cefixime
Compresses Culture sur gélose
* 1 *
USA, . . tamponnées . SMAC*, puis LAT
Washington | Bovins en X ) 4/25tpx soit 0157 et PFGE™* pour
A sur des feces | O157:H7 . 52
1997, de 07 | pature dans le 16% comparaison avec les
all rectum clones isolés chez des

patients humains
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(i)  Prevalences individuelles

Pour les bovins en élevage hors-sol, parmi les 11 881 prélevements de bouses fraiches
récoltés (30 bouses prélevées par enclos, 4 enclos par ferme, 100 fermes) HANCOCK et al. [53]
ont détecté 188 O157:H7 et 22 0O157:H-. Dans une autre étude [52], deux des 600
prelevements de bouses recolés ont permis d’isoler des O157:H7. Enfin, 10 des 1046
préelevements en provenance de 6 fermes ont été positifs pour I’étude conduite dans le nord
des USA [55]. Cependant, les prévalences individuelles déterminées a partir de prélevements
effectués sur le sol peuvent étre biaisées (possibilité de prélever des bouses en provenance du
méme animal, possibilité de contamination des bouses par I’environnement...).

Pour les études basées sur la recherche d’E. coli O157 sur des prélevements individuels
de feces, HANCOCK et al. [52] font état de 10 prélevements positifs sur les 1412 testés, issus
de 25 troupeaux, par culture sur gélose SMAC* et LAT* avec anticorps anti-O157.

GANNON et al. [45] ont cherché la prévalence en E. coli O157 au sein d’un troupeau de
vaches 1 semaine avant le vélage : 6 des 38 vaches testées étaient porteuses. Dans I’étude de
HANCOCK et al. [55], les prévalences intra troupeaux pour les troupeaux de race a viande
s’étalent de 1,6 & 6,1%.

HUSSEIN et al. [58] ont recherché la présence de VTEC* par VCA* a partir de culture
sur gélose CT-SMAC™* de feces diluées chez 82 vaches laitiéres de réforme en provenance de
8 fermes. 7 prélévements ont permis I’isolat de 17 souches vérotoxiques que cellules Vero*,
porteuses d’un géne stx au moins, et capables de produire des verotoxines*. 5 souches
d’0157:H7 ont pu étre isolées chez une seule vache.

Tableau 23 : Prévalences individuelles en pEHEC chez les bovins de race a viande
adultes en Amérique du Nord.

Pays Catégorie | Prélevement | Cible Prévalence | Méthode Réf.
d’animaux individuelle
préleves
USA, Bovinsau | Compresses | O157:H7 | 10/1412 soit | Culture sur gélose 52
Washington, | paturage tamponnées 0,71% SMAC*, puis LAT*
1994 (07 a (25 sur les féces 0157 et PFGE* pour
11) troupeaux) | dans le comparaison avec
rectum, les clones isolés
acheminées chez des patients
sous couvert humains
du froid
Canada et Vachesa 1l | 10g de féces | O157 6/38 soit Isolement sur CT- 45
Centre semaine PP | par 15,8% SMAC*, puis IMS*
Ouest des (un prélévement 0157 et culture des
USA, 1996 troupeau rectal. billes sur CT-
(mars) positif) SMAC¥; seuil de
détection environ
100 UFC/g
USA, 1999- | Vachesde | 1gde féces VTEC* | 7/82 (8,5%) | Isolement sur CT- 58
00 (sept a réforme, 8 | prélevées dont 1 SMAC* apres
janvier) al2ans (8 | dansle souche dilutions successives
troupeaux) | rectum, O157:H7 puis VCA*
transporté (1,2%)
sur glace
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Le graphique 2 reprend les différentes études citées. Il permet de visualiser
I’hétérogénéité des prévalences observées en fonction des études citées.

Prévalences
45% -
40% H
35% ~
30% -
25% -

20% +

15% ~

10% -
5% A

SO e TI_\ 5 . =L —

IMS bouses IMS bouses IMS bouses LAT bouses IMS LAT individuel STECVCA
Hancock 98 Hancock 97 Hancock 97 Hancock 94 Gannon 91 Hancock 94 Hussein 03
[55] [53], labl [53], lab2 [52] [45] [52] [58]

Graphique 2 : Synthése des prévalences en pEHEC chez les bovins adultes de race a
viande en Amérique du Nord. (Les intervalles de confiance & 95% ont été calculés a I’aide de [138]).

En bref :

Le portage en pEHEC* par les bovins adultes de race & viande en Amérique du Nord est
hétérogene. La tendance générale dégagée par cette étude est que des pEHEC™ et notamment
les E. coli O157 circulent dans la plupart des élevages, mais avec des prévalences
individuelles au sein de chaque troupeau qui varient beaucoup en fonction des études citées,
avec un role suspecté de la saison, de la conduite d’élevage, de I’alimentation ...
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(c)Portage par les bovins laitiers

Cing études sont citées ici afin de caractériser le portage en pEHEC par les bovins
adultes laitiers en Amérique du Nord.

HANCOCK et al. [52] et WELLS et al. [164] ont recherché la présence d’E. coli dans les
feces de vaches laitieres adultes enrichies sur TSB* ou non, par isolement sur gélose SMAC*
et test d’agglutination en présence d’anticorps anti 0157, avec confirmation des sérotypes par
la suite. Parmi les 1273 prélevements effectués dans 20 troupeaux, HANCOCK et al. [52] ont
détecté 2 prélevements positifs pour les vaches en lactation, et 1/477 pour les taries. WELLS et
al. [164] n’ont isolé qu’une souche O157:H7 parmi les 662 vaches laitieres de 22 fermes
prélevées. Notons cependant que ces fermes ont été sélectionnées car elles étaient
épidémiologiquement liées a une épidémie humaine d’infection a EHEC*. La souche isolée a
été trouvee chez une vache en provenance d’une ferme directement liée a une épidémie.

L’utilisation de I’IMS* pour la recherche du sérotype O157 a permis de montrer
I’ubiquité de la présence en 0157 parmi les 10 fermes testées par les études de EDRINGTON et
al. [35] et de HANCOCK et al. [55]. Les prévalences intra troupeau données par ces études sont
variables, respectivement : de 1,7% a 35% en aodt pour la premiére, et de 1 a 3,9% pour la
seconde, qui s’appuie sur la récolte de bouses fraiches dans les enclos.

Les deux études citées pour I’évaluation du portage en pEHEC* non O157 par les
bovins laitiers ont été réalisées sur des troupeaux épidémiologiquement liés a une
contamination humaine. Au Canada, RAHN et al. [128] ont recherché des STEC* par PCR*
sur ADN extrait par chauffage a partir de bouillon de culture de féces : 58/274 prélévements
se sont réveles stx+ (21,2%), dont 21 ont permis I’isolation de STEC* (7,7%). Dans le
Wisconsin, des isolats STEC* non O157 ont pu étre détectés chez les animaux de 8 des 10
fermes testées par WELLS et al. [164]; 13 des 154 vaches adultes (8,4%) ont permis
I’isolation d’une souches STEC* non O157 au moins.

Le graphique 3 synthétise les prévalences décrites précédemment, en montrant les
intervalles de confiance des pourcentages trouves :

Prévalences

25% ~
20% +
15% +
10% -

5% A }' 1

O% ,<='E|—'—=':
LAT LAT cas contrble IMS bouses PCR isolats PCR colonies
Hancock 94 [52] Wells 91 [163] Hancock 98 [55] Rahn 98 [127] Wells 91 [163]

Graphique 3 : Synthése des prévalences individuelles en pEHEC observees chez les
vaches laitieres adultes en Amérique du Nord. (Les intervalles de confiance a 95% ont été
déterminés a l'aide de [138]).
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Le tableau 24 reprend toutes les études citées, en insistant sur les méthodes de prélévement et
de détection utilisées :

Tableau 24 : Prévalences en pEHEC chez les bovins laitiers adultes en Amérique du Nord.

Animaux

Pays ok Prélevement | Prévalence Méthode Ref.
prélevés
Recherche de 0157 ou de O157:H7
; Enrichissement sur
0
USA, Vaches en ;?nrggaerfgee; \Z/Qirisseiolgc(t)éégr? pour les TSB*+ vancomycine*,
Washington ; | lactation (20 . ' culture sur gélose 52
1994 troupeaux) ::J;Tgﬁzsbouses 1/477 soit 0,21% pour les | g\pacH puis LAT*
taries 0157 et PFGE*
USA, Conservation & -70°C,
Wisconsin et certains prélévements
Washington ; Compresses enrichis sur TSB* ;
11 fermes Vaches ampoNnees | 466 soit 0,15%, isolé puis culture sur
reliées A une s sur des féces SMAC™ et test
reliees a laitiéres de plus | dans une ferme de cas , . 164
épidémie, et de 24 mois (lieu de controle d’agglutination 0157
11 fermes prélévement pour I_es sorbitol
épidémiologi- non précisé) négatives ;
quement liées confirmation du
a celles-ci sérotype O et H
USA. Sud 4x60 vaches en ChaqLAJe troupeau positif
' lactation 10g de féeces | €n aout et négatif en .
ouest, ] gde P 4 : Isolement aprés
A1 prélevées dans | prélevées dans | janvier ; prévalences intra L
prélévements o . enrichissement sur
- 4 exploitations | le rectum, troupeaux variables (de 0 ; tntif | 3D
enao(t 01 3 ) . e bouillon Gram Négatif
fanvier 02 ’et (de 200_0_131 transportée sur | a 35%), et différentes ot IMS* O157
Ja 3000 laitieres | glace entre les 2 été: de 1,7 &
aout02 par ferme) 35%
Nord des Vaches adultes Au moins un prélevement Drélevées et mi
USA, 1997 | de 6 fermes Compresses | Positif par ferme ; relevees et mises
N . P N dans TSB* avec
(07a11): dans 3 états, tamponnées 25/1097 prélevements Vancomyeine® 55
Oregon, avec 290 a sur bouses positifs in toto, soit 2,3%; isolemer):t CT-SMAC*
1700 bovins fraiches révalence intra troupeau
ldaho et p peau | et |Ms* 0157
Washington | Par ferme entre 1 et 3,9%
Recherche de STEC*
Fermes
sélectionnées Culture sur BHIB*
apres isolement ;?nmgaerfggg puis PCR* stx1 et stx2
Canada de VTEC* sur Ipes foces PCR™* : 58/274 soit 21,2% | sur ADN extrait par 128
dans des Isolats : 21/274 soit 7,7% | centrifugation (3 fois a
dans le rectum '
membres de la 12000g) et par
famille du chauffage
fermier
Cytotoxicité sur cellules
USA, <1991 : 322 Hela : 43/132 Recherche d’un effet
Wisconsin et prélévements | prélévements positifs, cytotoxique sur
Washington, Vaches de féces dont 32 confirmés par cellules HeLa* pour 33
3 fermes laitiéres de plus | (compresses isolement de colonies prélévements d’adultes
reliées a une de 24 mois et | tamponnées) : . O et 99 de génisse,
épidémie, et génisses 154 vaches f:ytlotOXIques_(24,2 %); 32 culture sur gélose de 164
11 fermes laitiéres (de 4 & | laitiéres Isolats (,)157'H7 Mac Conkey* et PCR*
épidémiologi- | 24 mois d’age) | adultes retrouves. stx1 et sx2 sur
quement lies et 168 STEC* non-0157 colonies sélectionnées
a celles-ci génisses retrouvés dans 8/10 pour les autres

fermes et 13/154 adultes
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(3)Au Japon :

Au Japon, de nombreuses études ont été menées pour déterminer le statut du cheptel
bovin en terme de portage de pEHEC*.

Un sondage national pour la surveillance des STEC* chez les animaux de production a
été publié en 2005 (KIIMA-TANAKA [69]). Il fait état de 23% de positivité (62/272) au sein
des bovins testés pour la recherche de STEC* par PCR* sur ADN extrait par chauffage de
feces enrichies sur TSB* + vancomycine* ou sur mEC* + novobiocine*.

D’autres études ont été publiées auparavant, portant sur la détection de STEC* chez les
bovins :

Le bilan Afssa 2003 [1] fait état de prévalence de 66% chez les jeunes bovins, et de
69% chez les vaches adultes.

SHINAGAWA et al. [143] ont prélevé des féeces de 306 vaches adultes (plus de 1 an). lls
en ont enrichi 1g sur mEC* avec novobiocine*, 18h a 37°C, puis ont cultivé 1ml
d’enrichissement sur milieu triptical/soja a 37° 18h, et ont extrait I’ADN par chauffage. La
recherche de génes stx par PCR* annonce 40,8% des prélévements positifs (125/306).

L’équipe de FUKUSHIMA et al. [43] a recherché la présence de STEC* dans les féces de
bovins (0,1g) collectées a I’abattoir, aprés enrichissement des prélévements par traitement a
I’acide et recherche de genes stx par PCR*: 37,5% des prélevements sont positifs. Le
protocole développé ici est particulier :

1) enrichissement des deux tiers d’une solution obtenue par dilution (10 fois) des 0,1g de
feces sur TSB* 6h a 42°C

2) IMS* avec recherche des antigénes 026, O111 et O157 sur 1ml de cet enrichissement

3) Meélange des cultures traitées par IMS* et du reste de la solution d’enrichissement,
homogénéisation et traitement a I’acide : ajout d’'un méme volume d’une solution
acide (125N HCl et 0,5% de NaCl)

4) Etalement sur gélose CT-SMAC* et chromocult (CCA)

5) PCR* multiplex stx1 et stx2 sur ADN extrait par chauffage (d’apres la méthode décrite
par FAGAN et al. [40]) des plaques de gélose par balayage des colonies.

6) Isolement de 50 colonies par plaque positive sur gélose chromocult, 18h a 37°C, et
recherche de génes stx par PCR* multiplex stx1, stx2, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f, eae et
hlyA par mélange de 5 colonies, puis recherche sur colonie seule si positif.

Ainsi, des prélevements fécaux se sont révélés stx positifs sur 227 des 605 prélevements
(37.5%), sans différence significative entre les races testées (479 Japenese Black cattle, 97
Holstein de réforme et 29 croisement). 112 STEC* ont été isolés en provenance de 97
animaux, appartenant a 40 sérotypes différents (16%), dont 30 souches 026 (20 isolats), 0157
(9 isolats) ou O111 (1 isolat).

EZAWA et al. [37] ont recherché la présence de pEHEC* 0157 dans les féces de vaches

laitieres adultes par la réalisation de test d’agglutination avec les anticorps anti-O157, sur des
colonies isolées sur CT-SMAC* : 6/200 (3%) des prélevements étaient positifs.

Le tableau 25 regroupe les prévalences en pEHEC chez les bovins au Japon estimées par les
études pré-citées :
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Tableau 25 : Prévalences en pEHEC chez les bovins adultes au Japon.

Année de Animaux . . Prévalence .
prélevement | prélevés Cible | Méthode individuelle Ref
Pomsemble du Enrichissement de 1gde | o757, soit 230
japon (272 de feces sur TSB*+6mg/l de avec au moinsl |
1999 (juin) J2(?8 fermes vancomycine™, ou sur souche stx+
3 2001 dans 47 STEC* | MEC™+20mg/l isolée par 69
(mars) réfectures, 1 novobiocine, puis PCR* rélevement ;
IOrélévemen’t stx aprés chauffage et Iiosolées dans 32
par isolation de souches sur r6fectures
Exploitation CT-SMAC* P
Dénombrement apres 0
2000 (avril) | bovins a traitement a I"acide gZeISec)esrrL:;r?t(s)s
A , . (HCI) puis confirmation ’
*
20 |l | STEC Stectamepcnr | Lo 2
parallelement IMS* 026, : 0
0111 et O157 bovins (15,9%)
2001 Vaches STEC* | screening PCR* 69% 1
1998
(novembre) | Adultes > 1 STEC* enrichissement puis 125/306 soit 143
a 1999 an PCR* sur ADN extrait 40,8%
(juillet)
Vaches L
E. coli | enrichissement et a0
2004 ?:i?igfgs 0157 | agglutination O157 6/200 soit 3% 37
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(4)Situation dans quelques autres pays

En Argentine, une étude a été réalisée en 2000 avec pour objectif de décrire le taux de
portage de jeunes bovins sains a I’engrais (14 a 16 mois). A partir de 200 prélevements
rectaux effectués a I’abattoir, I’équipe de MEICHTRI et al. [90] a recherché la présence de
STEC™* aprés enrichissement sur TSB* puis culture sur gélose de Mac Conkey* ou sur CT-
SMAC*. Au total, 138 prélevements se sont révélés positifs a la recherche de génes stx/ et
stx2 par PCR* sur les zones de confluences des géloses, soit 69%. L’isolation de souches
STEC* a été permise sur 39% des échantillons uniquement.

Au Brésil, nous citerons deux études qui s’intéressent au portage de pEHEC* par les

bovins adultes. Une étude menée en 1996-97 par CERQUEIRA et al. [17] dans la région de Rio
de Janeiro estime la prévalence en STEC* au sein du cheptel allaitant a 53% contre 82% pour
le cheptel laitier. Les compresses imprégnées de féces ont été mises en suspensions, et étalées
sur geélose deficiente en cystéine, lactose et électrolytes. Les zones de confluence
polymicrobiennes ont ensuite été prélevées en vue de réaliser une PCR* stx. Chaque zone de
confluence est ensuite confirmée par une deuxiéeme PCR*.
L’équipe de MOREIRA et al. [99] a recherché entre juillet 99 et décembre 2000 la présence de
VTEC* par des tests de cytotoxicité sur cellules Vero* apres enrichissement sur milieu
specifique des feces prélevées par tampons rectaux parmi les bovins laitiers de 60 fermes du
sud du Brésil. Au total, 95% des fermes testées ont révélé la présence d’au moins un animal
positif sur les 4 testés. 49% des échantillons prélevés se sont révélés positifs, sans différence
significative entre les trois classes d’ages testées (vaches > 24 mois : 52%, génisses entre 12
et 24 mois : 57% et veaux < 12 mois : 44%).

En Inde, le bilan Afssa 2003 [1] cite deux articles ou la présence de STEC* a été
recherchée dans les feces de bovins en milieu semi urbain : les prévalences étaient estimées a
10,5% pour une étude menées en 1999 et 18% dans une autre étude menée en 2000.

En Australie, CoBBOLD ET DESMARCHELIER [22] ont suivi, pendant 1 an, 3 fermes
laitieres. Au total, 294 vaches furent testées pour la recherche de STEC* par PCR* stx sur
ADN extrait par chauffage de leur féces, prélevées par ecouvillon rectal enrichi sur bouillon
EC modifié, supplémenté en novobiocine* (0,02 mg/ml). Pour chaque prélevement positif,
des souches E. coli présumées ont été isolées sur gélose nutritive, testée par PCR* pour la
présence de genes stx, et confirmée biochimiquement par les galeries MICROBACT 12E. Sur
I’année de prélevements, les 3 fermes se sont révélées positives a I’isolement de STEC* chez
les vaches testées, avec des différences entre les fermes (19/103 positifs pour la ferme A,
1/109 pour la ferme B et 2/82 pour la ferme C). Une souche 0157 a été isolée, et aucune
souche 026 ni 0111 (sérotype le plus fréqguemment isolé chez les patients australiens).

En Afrique, peu d’études ont été faites pour rechercher la présence de STEC*.
Cependant, des cas sporadiques d’entérites dues a des EHEC™* ont été rapportés en Afrique du
Sud, en Centrafrique, et une épidémie s’est déclarée au Cameroun [26]. A I’heure actuelle,
une seule étude s’est intéressée au portage de STEC* par les bovins : elle a été menée en
Ouganda par KADDU-MOLINDW [65] : 45 des 159 prélevements de feces de zébus se sont
révélés positifs a la recherche de VTEC* par VCA* (soit 28,3%), avec isolation de 47
souches parmi les prélevements positifs. En Céte d’lvoire, une étude publiée en 2000 par
DADIE et al. [26] rapporte I’isolement de deux souches O157:H7 a partir de prélevements
fécaux humains et de produits alimentaires d’origine animale.

En Serbie, une étude a été menée en 2004 par I’équipe de CoBELJIC [24] pour la
recherche de STEC* chez les animaux domestiques : des féces ont été prélevées sur 824
bovins en provenance de 174 fermes. Aprés isolation de souches sorbitol positives sur gélose
de Mac Conkey*, puis realisation de VCA* sur colonies traitées par la méthode « colony
sweep-polymixin », les colonies des échantillons ayant une activité cytotoxique ont ensuite
été isolées puis un autre VCA* a été réalisé. Ils ont ainsi isolés des STEC* sur 126
échantillons, soit 15,3%, correspondant a 70 des 175 troupeaux testés (40%).
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Tableau 26 : Prévalences en pEHEC chez les bovins adultes dans quelques pays hors
Europe, Amérigue du Nord et Japon. NP = non précisé, déc = décembre.

Annee Prevalence | Prévalence
Pays de Groupe |. /. Méthode Réf.
recolte individuelle | troupeau
Jeunes Enrichissement sur
bovins a TSB* avec ou sans
. s . 138/200 soit antibiotiques puis
Argentine | 2000 g?zgr;zgé 69% NP culture sur Mac 90
AU arain Conkey*; PCR* stx sur
g colonies isolées
Bovins 40/76 Soit 0 CUItUre SUr « CyStéine
1996 allaitants | 53% 95% Lactose Electrolyte
Brésil 1097 . . Deficient » Agar et 17
BQYInS 99/121 soit NP PCR* stx1 et stx2 sur
laitiers 82% zones de confluences
Vaches .
L Déc1999 s 33/63 soit -
Brésil D&2000 Ialtleres_ 5904 NP VCA 99
>24mois
Bovins en 10,5% pour la
1999 et | milieu premlf_ere 0 NP pour la premiere,
Inde 2002 semi etudel, 18% NP PCR* pour la seconde !
urbain pour_fi
deuxiéme
PCR:21/111
Bovins soit 18,9% ; Un seul Enrichissement sur
Ind 2004 laitiers - Isolation de troupeau de | « Bacto EC medium » 97
¢ vaches ' souches : 1000 bovins | puis screening-PCR*
5/111 soit étudié stxl et stx2
4,5%
. Enrichissement sur
3245/?4 soit mMEC* + novobiocine*
) ] H *
294 différences Au moins un (0,02 m,g/ml) puIs PCR
e 1 stx sur échantillon
vaches significatives | prélévement bouilli 10 mi .
. adultes entre les positif par ouilli 10 minutes, puis
Australie | 1996 . ) recherche de colonies 22
laitieres fermes : ferme sur les ar hvbridation stxl/se2
de 3 9/103 (8,7%), | 12 mois de | Par Ybridalon stx.istx
2 suivie d’isolation sur
fermes et 1/109 I’étude ; o, «
(0,91%) puis geéloses nutritives, PCR
2/é2 2 45/0) stx et confirmation E.
’ coli avec Microbact 12F
PCR : 45/159
soit 28,3%, Un seul .
Mars— | Zapus en | Isolation de troupeau de Enrichissement sur
. . .
Ouganda i\égé pature souches : 2100 bovins ;I'/%Ii* puis PCR* stx et | 65
43/159 soit étudié
27%
VCA* aprés
Bovins enrichissement gélose
. ' 126/824 soit de Mac Conkey*; + si
Serbie 2004 ter)?Jpeaux 15,3% NP colonie VCA*+ isolée 24

sur gélose de Mac
Conkey*
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c) Les prévalences de I’excrétion de pEHEC par les jeunes bovins
(1)Le portage en pEHEC des veaux

(a) Le portage par des veaux sains

En Italie en 1993 (CAPRIOLI et al. [14]), le test sur cellules Vero* appliqué au
surnageant de feces incubées une nuit a 37°C dans du bouillon de soja/tryptical en provenance
de 153 veaux de boucherie a donné 12,4% de prélevements positifs.

Une étude conduite en 1994 dans I’Ontario (Canada) [137] révéle la présence de
VTEC* dans 289/592 prélévements de feces sur des veaux laitiers de moins de trois mois, soit
48,8%. La recherche de VTEC™ s’est faite par test de cytotoxicité sur cellules Vero* dans le
culot de centrifugation, issus de cultures de feces préalablement enrichies sur bouillon de Mac
Conkey* puis sur BHIB, avec confirmation par VCA* sur colonies isolées sur gélose de Mac
Conkey™*, puis recherche de génes stx1/stx2 sur colonies positives.

Au Japon, WIDIASIH et al. [165] ont recherché la présence de E. coli O157 dans les
feces de veaux agés de 1 a 10 mois par IMS* apres enrichissement de leurs prélevements sur
milieu de culture pour E. coli modifié. La prévalence moyenne détectée était de 11/324 soit
3,4%, avec des écarts considérables entre les saisons : 9/52 (17,3%) en été pour 2/106 (1,9%)
en hiver. La recherche d’E. coli 026 selon la méme technique que décrit
précédemment donne 14 des 178 prélévements analysés positifs (7,9%) avec , la encore, un
creux hivernal. Les O157 ont été isolées chez des veaux agés de 2 a 10 mois, avec un pic chez
les veaux de 5 a 6 mois, alors que pour les 026, ce sont les veaux agés de 1 a 7 mois qui sont
excréteurs, avec un maximum de O26 retrouvées chez les veaux &gés de 1 a 2 mois.

En Australie, dans une étude conduite en 1997 par SIDJABAT-TAMBUNAN et al. [144],
18% des 105 prélevements de feces de veaux a I’abattoir se sont révéles positif a la recherche
de pEHEC* par PCR* aprées enrichissement sur bouillon de Luria Bertani*. L’isolation de
colonies vérotoxiques a partir de cultures sur gélose de Mac Conkey* puis réalisation de
VCA* confirmé par recherche de géne stx sur les colonies positives, a été possible pour 13%
des échantillons.

(b)Le portage par des veaux diarrhéiques

En Italie en 1993 [14], le test sur cellules Vero* appliqué au surnageant de feces
incubées une nuit a 37°C dans du bouillon de soja/tryptical en provenance de 65 veaux
diarrhéiques a donné 7,7% de prélevements positifs (et 19/153 pour les veaux sains).

Une étude menée en Allemagne et en Belgique [167] sur des feces de veaux de moins
de 16 mois présentant de la diarrhée donne 3% des 5483 prélevements analysés positifs a la
recherche de génes stx sur des colonies E. coli-like isolées sur milieux de culture spécifiques.

Enfin, en 2003 au Brésil, I’équipe de LEOMIL et al. [80] a recherché par PCR* stx aprés
isolation de colonies STEC*-like sur gélose de Mac Conkey* la présence de STEC* dans les
feces de 205 veaux sains : 7,8% des échantillons étaient positifs. La méme étude conduite au
sein de veaux atteints de diarrhée a donné 20% d’échantillons positifs.

(2)Y a-t-il un effet dge ?

Pour HUSSEIN ET SAKUMA [60], dans leur synthése sur les pEHEC* chez les bovins
laitiers (2005), I’effet « age » est clairement établi pour les E. coli O157:H7 chez les bovins
laitiers : la prévalence au sein des veaux sevrés est plus grande qu’au sein des veaux non
sevrés et des adultes. Cependant, I’effet n’est globalement pas significatif pour les STEC*
non O157 dans les articles qu’ils ont analysés, a I’exception de deux publications danoises :
NIELSEN et al. 2002 [112], dans laquelle la prévalence pour les STEC* des veaux de 2 & 6
mois est de 8,6% contre 0,7% pour les veaux de moins de 2 mois ; et RUGBJERG et al. 2003
[135], dans laquelle la prévalence pour les STEC* des veaux de 3 & 4 mois est de 11,8%
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contre 2,1% pour les veaux de 1 a 2 mois.

Une autre étude (JOHNSEN et al. [62]) a été menée en 1998-1999 en Norvege sur 241
veaux a I’abattoir (dont 6 sevrés), avec recherche d’E. coli 0157 par IMS* dans le surnageant
de 59 de féeces enrichies 6h a 37°C dans de I’eau peptone tamponnée associée a de la
vancomycine*, de la cefixime* et de la cefsulodine*. Aucun E. coli n’a été détecté chez les
veaux prélevés (contre 3/1300 bovins adultes).

L’équipe de RAHN [128] a recherché des pEHEC* dans les féeces de bovins en
provenance de 16 fermes canadiennes sélectionnées car des pEHEC™* ont été retrouvés dans
les feces d’un membre au moins de la famille du fermier lors d’une étude précédente. Tous les
troupeaux étudiés se sont révélés positifs. Pour les veaux prélevés, 68/135 se sont révélés
positifs. Des souches VTEC* ont pu étre isolées dans 28 prélevements de veaux, soit 20,7%,
contre 21/274 adultes soit 7,7%.

En Ontario en 1992, I’équipe de WILSON [168] a recherché la cytotoxicité sur cellules
Vero* de prélevements de feces effectués chez des veaux de moins de trois mois, apres
enrichissement sur bouillon de Mac Conkey*. Les échantillons positifs ont été contrdlés par
isolation de colonies et VCA* sur colonies suspectes : la prévalence est estimée a 24,7%
(intervalle de confiance a 95% : 20,2 a 29,3%). Sur les bovins adultes, la prévalence est
estimée a 9,5% (intervalle de confiance a 95%: 7,1 a 11,8). Ces deux prévalences sont
significativement différentes a 95%.

En Australie, CoBBOLD ET DESMARCHELIER [22] ont suivis trois troupeaux de bovins
laitiers pendant 1 an, en recherchant la présence de STEC* dans leurs féces prélevées sur
compresse dans le rectum, enrichies sur mEC* + novobiocine* (0,02mg/ml) avant de leur
faire subir une PCR* stx et de confirmer la positivité des prélevements par isolation de
souches d’E. coli stx+ par hybridation stx1/stx2, culture sur milieu nutritif et confirmation des
souches isolées par PCR* individuelle et utilisation du systeme d’identification des bacilles
Gram négatif Microbact 12E.

Durant leur 1 an de suivi, 98 des 588 prélevements se sont révélés positifs, soit 16,7%.
Les trois troupeaux étudiés ont des prévalences tres différentes (sur I’année, 26,3% des
prélevements STEC* positifs dans I’une contre 8,9% dans une autre). Dans chaque ferme,
I’excrétion par le groupe des veaux non sevrés est supérieure a celle observée chez les
génisses de remplacement ou chez les vaches laitieres.

En Inde, une étude longitudinale a également été menée entre juillet 2001 et mars 2002
dans une ferme laitiére de la région de Kolkata (DAS [27]). Les PCR* stx1 et stx2 directement
sur bouillon de féces enrichies sur milieu Bacto EC ont permis la mise en évidence de STEC*
dans 21/111 (18,9%) prélévements fécaux réalisés chez des vaches adultes et dans 36/111
(32,4%) de ceux effectués sur des veaux. L’isolement de souches stx+ a été possible pour 5
des 21 préléevements en provenance des vaches adultes, et de 11 des 36 prélevements des
veaux. Les faibles taux d’excrétion observés ne permettent pas I’extrapolation de cette
tendance.

Dans I’Etat de Washington en 1997, HANCOCK et al. [54] ont recherché la présence de
géne stx par PCR* apres enrichissement sur [TSB* + cefixime* (50ng/l) + vancomycine*
(40ug/N)] des prélevements de feces de veaux de moins de trois mois, de génisses et de vaches
adultes. Les prévalences trouvees sont respectivement de 1,3% (13/1040), 1,7% (58/3483) et
de 0,4% (20/4762).

L’équipe de MOREIRA et al. [99] a recherché entre juillet 99 et décembre 2000 la
présence de VTEC™* par des tests de cytotoxicité sur cellules VVero* apres enrichissement sur
milieu spécifique des feces prélevées par tampons rectaux parmi les bovins laitiers de 60
fermes du sud du Bresil. Au total, 95% des fermes testées ont révélé la présence d’au moins
un animal positif sur les 4 testés ; 49% des échantillons prélevés se sont révélés positifs, sans
différence significative entre les trois classes d’ages testées (vaches > 24 mois : 52%, génisses
entre 12 et 24 mois : 57% et veaux < 12 mois : 44%).
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Au Japon cependant, le bilan Afssa 2003 [1] fait état de prévalence de 46% chez les
veaux, de 66% chez les jeunes bovins et de 69% chez les vaches adultes. SHINAGAWA et al.
[143] donnent des prévalences similaires pour les veaux aprées recherche de STEC* par PCR*
sur ADN extrait de cultures enrichies : 39,4% pour les veaux de moins de 2 mois. Cependant,
les prévalences trouvées chez les jeunes bovins semblent plus élevées : 78,9% pour les jeunes
bovins de 2 a 8 mois et celle des bovins adultes plus faibles : 40,8% pour les bovins de plus
de 1 an. De méme, EZAWA et al. [37] ont recherché la présence de pEHEC* 0157 dans les
feces de génisses de race laitiere ou de race viande, et dans les féeces de vaches laitieres
adultes et de veaux laitiers par la réalisation de test d’agglutination avec les anticorps anti-
0157, sur des colonies isolées sur CT-SMAC™*: les prévalences trouvées étaient
respectivement de 28/91 (33,7%), 6/22 (22,7%), 6/200 (3%) et 0/4.

De méme en Serbie, de janvier 98 a décembre 2002, I’équipe de CoBELIIC [24] a
recherché la présence de VTEC dans les feces de bovins de différentes classes d’ages : des
veaux de moins de 4 mois, des génisses de 4 a 12 mois, et des bovins adultes. Aprés
incubation une nuit sur gélose de Mac Conkey*, ils ont testé le pouvoir cytotoxique sur
cellules Vero* des colonies obtenues. Ainsi, 25/233 veaux (<4mois) sont porteurs de VTEC*
isolés, dont 3 des 49 veaux de 1 jour testés. Notons cependant que 15 veaux étaient
diarrhéiques au moment du prélevement, dont 4 porteurs de VTEC* : le portage de VTEC par
les veaux sains est donc de 22/218 soit 10%. 17 des 75 prélevements en provenance de
génisses ont été positifs & la recherche de VTEC* soit 23%, et 84 des 516 adultes de plus de
12 mois soit 16%.

(3)Pour conclure sur le portage en pEHEC des veaux

La plupart des études citées montrent une tendance a une prévalence plus grande de la
présence de pEHEC™* chez les veaux.

CoBBOLD et al. [22] mettent en avant le fait que la majorité des vaches STEC*+ testées
ont produit des veaux STEC*- (veaux de moins de 7 jours, tétant la mere). Cependant, un
veau né de mere porteuse a deux fois plus de chances de naitre porteur qu’un veau né de mere
négative.

IIs remarquent également que le groupage des veaux avant sevrage augmente le risque
de portage, tendance déja constatée par GARBER et al. en 1995 [46] et par SHERE et al. en
1998 [142].

En bref :

Les pEHEC* sont réparties mondialement chez les bovins, avec des variations importantes
observées en fonction des pays. Le manque d’homogénéité dans les protocoles des études
réalisées rend difficile la comparaison des prévalences apparentes. On peut cependant retenir
que la majorité des troupeaux sont porteurs occasionnellement dans les pays industrialisés
(Europe, Amérique du Nord, Australie). La distribution des clones pathogénes parmi les
animaux d’un méme troupeau est hétérogene et est sous le contrdle de facteurs mal connus.
Parmi ceux-ci, un effet saison est suspecté, avec une augmentation des prévalences durant les
mois chauds ; de méme, les veaux testés ont globalement tendance a étre plus souvent
porteurs que les adultes.
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4. Portage en pEHEC par les petits ruminants
Les publications concernant le portage par les petits ruminants sont nombreuses, des cas
humains ayant été épidémiologiquement attribués a des sources de contamination ovines [1].
La situation a été plus étudiée chez les ovins que chez les caprins. Ainsi nous illustrerons nos
propos a partir du bilan Afssa 2003 [1] et de 9 publications pour les ovins, trois seulement
pour les caprins.

a) Les prévalences chez les ovins

Nous détaillerons la situation en Europe, puis dans les autres pays du monde, et
notamment aux Etats-Unis, en Austrlie, en Serbie et au Brésil.

113



(1)En Europe

(a) Prévalences données par épreuve de cytotoxicité sur cellules Vero (VCA)

En Allemagne, une étude a été conduite en 1993 par BEUTIN et al. [6] sur 20

prélevements de feces dans le cdlon a I’abattoir et sur 110 prélévements rectaux en élevage,
sur lesquels des souches d’E. coli ont été isolées puis testées sur cellules Vero*. 10
prélevements ont été trouvés positifs a I’abattoir, soit 50%, et 70 en élevage, soit 63,6%,
ramenant la prévalence globale a 61,5%.
Une autre étude a été conduite pendant 6 mois en 1997 [7] par la méme équipe, sur un
troupeau de 25 ovins (24 femelles et un male) maintenu isolé des autres animaux. Au cours de
ces 6 mois, 88% des prélevements, isolés sur 22 animaux, etaient cytotoxiques pour les
cellules Vero*.

En Espagne, REY et al. [132] ont décelé 246 tampons rectaux contenant des colonies E.
coli - like positives au test sur cellules Vero* parmi les 697 prélevements de feces d’agneau
de plus de 2 mois analysés apres incubation sur gélose SMAC?*, soit 35,3%.

(b)Prévalences données par recherche des génes stx

En Allemagne, ZSCHOCK et al. [171] ont recherché la présence de génes stx dans 28
tampons rectaux de moutons laitiers provenant de 3 fermes, apres enrichissement sur gélose
de Gassner*, et sélection de 16 colonies lactose + par échantillon incubé. 9 prélévements ont
révélé la présence de génes stx sur les colonies analysées, soit 32,1%.

(c)Prévalences données par séparation immunomagnétique avec antigénes
anti-0157 (IMS)

En Angleterre, CHAPMAN et al. [18] ont analysé 1000 tampons rectaux prélevés juste
apres abattage : les tampons ont été mis en incubation 6h a 37°C avec de I’eau peptonée
tamponnée supplémentée en vancomycine*, cefixime* et cefsulodine*. Ensuite I’'lMS* a été
réalisee, puis les colonies isolées sur CT-SMAC* avant d’étre confirmées O157:H7 par des
tests d’agglutination. 22 prélevements ont permis I’isolement d’E. coli O157:H7, soit 2,2%.

Une étude similaire a été conduite avec des prélevements dans 118 abattoirs répartis sur
tout le territoire (PAIBA et al. [120]). Sur les 4171 prélevements de 1g analyses, 1,7% ont
permis I’isolation de colonies d’E. coli O157 [IC 2a95% = 1,3 - 2,1].

Une troisiéme étude a été conduite en Ecosse en 2004, (OGDEN et al. [115]), avec
analyse de 25¢g de feces fraiches ramassées dans des patures de moutons. Les prélévements
ont été mis a incuber 6 heures a 42°C pour diminuer la flore d’arriére plan avant de réaliser
I’IMS*, en effectuant une extraction manuelle de 0,5 ml aprés chaque lavage (contre 0,95ml
en routine). La prévalence individuelle a été estimée a 6,5% [IC a 95% = 4,6 & 8,4%] et 6
troupeaux sur 15 ont présenté au moins un prélevement positif (soit 40%, IC a 95% = 15 a 65
%). On notera cependant que d’une part les prélevements ne sont pas individuels, si bien que
deux prélevements provenant de la méme péature peuvent provenir du méme animal. De plus,
les modifications dans la procédure d’IMS* par rapport aux deux études précédemment citées
ont, en accord avec les notes de I’équipe, augmenté le seuil de détection de la méthode. La
prise en compte de ces deux éléments permet en partie d’expliquer les différences de
prévalence constatées.

En Espagne (REY et al. [132]), I’analyse de 697 tampons rectaux prélevés sur des
agneaux de plus de 2 mois aprés incubation 6h a 37°C sur eau peptonée tamponnée avec
vancomycine*, cefixime* et cefsulodine* suivi de I’isolement d’E. coli O157 par IMS* a
donné 7 prélévements positifs, soit 1%.

En Norvége (JOHNSEN et al. [62]), I’analyse selon la méme technique de 665
prélevements de 5g de féces dans le gros intestin de moutons provenant de 605 fermes, n’a
pas permis I’isolation de souches d’E. coli O157.

114



Les graphiques 4 et 5 synthétisent les données relatives aux prévalences en pEHEC*
chez les ovins en Europe. Les intervalles de confiance ont été calculés d’aprés la méthode
décrite par Schwartz [138] :
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En complément des graphiques 4 et 5, le tableau 27 reprend les données collectées sur
les prévalences du portage en pEHEC obtenues chez les ovins en Europe :

Tableau 27 : Prévalences en pEHEC chez les moutons en Europe. NP = non préciseé.
Pays Année L'e,L{ de Prey a_llence Prevalence Méthode Réf.
prélevement individuelle troupeau
*
1996/98 | En élevage 32,1% NP PCRstxsur | 479
colonies
En élevage 63,6% VCA* sur
Allemagne | 1993 : NP colonies 6
A I’abattoir 50%
. 88% sur 6 Un seul VCA* sur
1993 En elevage mois troupeau suivi. | colonies !
Angleterre | 1997 A I’abattoir 2,2% NP IMS* 0157 | 18
Grande 1999/2000 | A I’abattoir 1,7% NP IMS* 0157 | 120
Bretagne
En élevage :
A N 40% IMS* 0157
0
Ecosse 2004 feces fra!ches 6,5% ICs 15 2 65 % | modifice 115
sur le pré
4 A 35% VCA*
Espagne | 2000/01 | 7 S1evage age NP 132
mois 1% IMS* 0157
Norvege 1998/99 Ovins a 0 sur 665 0 sur 605 IMS* 0157 | 62
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(2)Dans quelques autres pays

Aux Etats-Unis, peu d’études sont faites sur le sujet. Nous citerons une étude publiée
en 1997 (KUDVA et al. [73]) qui décrit la présence de pEHEC™* dans les féces d’ovins au sein
d’un troupeau expérimental, naturellement infecté, en Idaho.

La recherche de STEC* par hybridation sur empreinte de colonies d’E. coli
(caractérisation biochimique) issues de feces d’agneaux cultivées sur gélose SMAC* sans
enrichissement préalable, a permis de détecter 15 prélevements positifs sur 85 (17%),
confirmés ultérieurement par VCA* sur 10 souches aléatoirement prélevées par gélose.

La recherche d’E. coli O157:H7 sur les feces des brebis élevées dans ce troupeau, lors
d’une étude de suivi sur 16 mois, aprés enrichissement sur TSB* — cefixime* - tellurite
potassium puis isolation sur gélose CT-SMAC*, test au MUG™ et caractérisation biochimique
des souches sorbitol négatives et MUG* négatives, a permis de déceler des taux d’excrétion
allant de 0% a 32% en juin 1994, 4% en juin 1995 et 6% en aoQt 1994,

Nous citerons deux études sur la prévalence en STEC* au sein du cheptel
ovin australien.

La premiére, conduite par DJIORDJIEVIC et al. en 1996 [31] s’intéresse a la prévalence au
niveau des troupeaux de moutons et d’agneaux : des feces fraiches ramassées dans les patures
de ces deux catégories d’animaux sont testées pour la présence de STEC* par la recherche de
génes stxl/stx2, eae et ehxA apres enrichissement sur bouillon mEC*. Sont considérés
comme positifs les prélevements dans lesquels ont été retrouves trois génes au moins : stx/ ou
stx2, et eae, et ehxA. Les prévalences ainsi obtenues sont de 26/29 soit 90% des troupeaux
d’agneaux testés, et 33/36 soit 92% des troupeaux de moutons testés. Les auteurs précisent
que la récolte des échantillons de féces sur les patures peut avoir donné lieu a la collecte de
plusieurs prélevements de féces en provenance d’un méme animal, et peut ainsi avoir
constitué un biais a I’estimation de la prévalence réelle en STEC* des troupeaux étudiés.

La deuxieme, conduite par FEGAN en 2001 [41] s’intéresse a la prévalence individuelle
d’agneaux en age d’étre consommeés (prélévements a I’abattoir) et de moutons agés de 5 a 8
ans. La recherche de génes stx1/stx2 dans le surnageant de culture de féces enrichies sur
milieu de culture pour E. coli sans sels biliaires, a permis de détecter des STEC* dans 36%
des feces d’agneaux analysées (26/72) et dans 45% des feces de moutons (65/144).

D’autres études sur le sujet rapportent des taux de positivité a la recherche de stx par
PCR* dans les féces de I’ordre de 68 a 88% [31].

Une étude menée en Serbie par COBELIIC et al. [24], vise a rechercher les VTEC* dans
des feces d’ovins. Des prélevements de féces d’ovins en provenance de 6 troupeaux ont été
enrichis sur gélose de Mac Conkey™* puis ont été testés sur cellules Vero* en vue de détecter
une éventuelle cytotoxicité. Chaque prélevement positif a été vérifie par isolation de colonies
sur gélose de Mac Conkey* et réalisation de VCA* sur colonies sorbitol négatives. La
prévalence en VTEC* s’élevait a 66,8% (135/202).

Au Brésil, la recherche de pEHEC* dans deux troupeaux de moutons par I’équipe de
VETTORATO [158] a donné 52,1% de positivité (25/48). Les prélevements de feces ont été
transportés sur milieu de Stuart, avant d’étre cultivés sur gélose de Mac Conkey* et des
colonies prélevées dans les zones de confluence ont été testées pour la présence de génes stx
par PCR* . Chaque colonie positive a été confirmée E. coli par des tests biochimiques puis
isolée par propagation sur TSA avant d’étre caractérisée génétiquement.
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Tableau 28 : Prévalences en pEHEC chez les ovins dans quelques pays hors Europe

Année de . . .
Pays prélévement Groupe Prévalence | Méthode Réf.
Juin 1994: =
1994 - 1995, 32%, Enrichissement de 10g de féces sur
sur 16 mois; Aolt 1994: | TSB* + cefixime™ et potassium
un . 6% tellurite puis isolation sur CT-
USA prélevement Brebis Juin 1995: SMAC™ et test au MUG™*: 73
tous les 60 4% sérotypage de 30 souches sorbitol
jours Autres dates: | hegatives et MUG™-.
~ 0%
Janvier Mise en cul\ture sur-gélose-Sl\/!AC*
1994 un 15/85 de 10g de feces, puis hybridation
USA seul ’ Adneaux cultures sur empreinte de colonies stx1/stx2 73
(o g positives, sur 10 colonies prélevées
pre evgment soit 17% aléatoirement, et VCA* sur 11
par animal souches représentatives par gélose
. ) Enrichissement de 1g de féces sur
Non Agneauxa | 26/72 soit milieu de culture pour E. coli sans
précisée : I'abattoir 36% sels biliaires; PCR* stx1/stx2 sur
Australie | étude ' ADN extrait par chauffage ; quand a1
blié positif, isolation de colonies sur
publiee en Moutons a 65/144 soit gélose a I’éosine et au bleu de
1999 l'exploitation | 45% Méthyléne : détection des colonies
STEC* par PCR* stx
\gneaux A€ 1 9006 et 20 &
4 a 12 mois,
25 25
T ¢ prélévements )
Non prelevements positifs par PCR* mu\ltlple>.< stx1et2, eae et
précisée : par troupeaux ehxA apres enrichissement de
Australie | étude ' troupeaux 50 mg de feces sur bouillon mEC*, | 31
ustralie ubl" 36 troupeaux puis isolation des souches sur
2301'69 en de moutons | 33/36 soit ggélose_ SMAC™ et caractérisation
dela8ans; | 929% ;1417 | Dbiochimique
25 prélévements
préléevements | positifs par
par troupeaux
troupeaux
202 VCA* aprés enrichissement gélose
. 135+ soit de Mac Conkey*; + si colonie
Serbie 2004 [?83;223’)(6 66,8% VCA*+ isolée sur gélose de Mac 24
Conkey*
Transport sur milieu de Stuart, puis
Non étalement sur gélose de Mac
s précisée, . . Conkey*, et prélévement de
gresllal, I étude ;18rr?]vms, 2 égllllgsmt colonies dans la zone de confluence | 158
oa rolo publiée en ermes 470 pour PCR* six1/stx2 ; si positif,
2003 caracterisation biochimique des

souches
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(3)Prévalences chez les caprins

Les cas humains liés a des sources épidémiologiqguement caprines sont moins
nombreux. Est-ce d0 a une plus faible répartition des pEHEC™ au sein de I’espéce caprine ou
a une exposition humaine moins importante?

En Allemagne, deux études ont été conduites sur des prélévements de féces caprins,
I’une en 1993 par BEUTIN et al. [6] et I’autre par ZSCHOCK et al. en 2004 [171].

L’équipe de BEUTIN a recherché les souches d’E. coli vérotoxiques par test sur cellules Vero*
apres isolement sur milieux spécifiques : 37 prélévements sur 66 étaient positifs, soit 61,2%.
L’équipe de ZscHOCK a recherché la présence de génes stx par PCR* sur colonies E. coli -like
isolées sur gélose de Gassner™ : 70 prélevements sur 93 étaient positifs, soit 75,3%.

En Serbie, COBELJIC et al. [24] ont également cherché la présence de pEHEC* par
VCA* sur feces de 42 caprins, en provenance d’un seul troupeau: 31 se sont révélées
positives, soit 73,8%.

Tableau 29 : Prévalences en pEHEC chez les caprins observées en Allemagne et en
Serbie.

Pays Année Groupe Prévalence Méthode Réf.
Isolation de E. coli
. . aprées incubation,
Allemagne | 1993 Qaprlns &n 37/66 soit identification 6
élevage 56% ST .
biochimique puis
VCA*
Enrichissement sur
gélose de Gassner*,
93 caprins puileéCRI* S%‘xllstxZ
Avril 1996- | laitiers en 70/93 soit | oo 0 COlonies
Allemagne Aoit 1998. | provenance de | 75.3% fermgr!t,ant le lactose et | 171
9 fermes |o!ent|_f|e§as
biochimiquement
comme étant des F.
coli
VCA* apreés
Janvier enrichissement gélose
Serbie 1998- 42 chévres, 1 | 31+ soit de Mac Conkey*; + si 24
Décembre | troupeau 73,8% colonie VCA*+ isolée
2002 sur gélose de Mac
Conkey*

119




5. Portage de pEHEC par d’autres animaux de rente
a) Chez le porc

(1)En Europe

En France, une étude réalisée en 2002 par BOUVET et al. [12] rapporte la prévalence en
géenes stx
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(2)Dans d’autres pays industrialisés

Aux Etats-Unis, une étude a été conduite en 2000 [42] dans le cadre d’une série
d’enquétes sur la santé et les performances dans les cheptels porcins américains. Des porcs
ont été prélevés aléatoirement dans des exploitations participant au programme « Swine
2000 », qui couvre 94% du cheptel porcin américains. Aprés enrichissement des prélevements
de feces sur milieu non spécifique, I’équipe de FRATIMACO [42] a recherché les genes stx sur
ADN extrait par chauffage et centrifugation: 484 des 687 prélevements se sont revélés
positifs (70%), confirmés par hybridation sur empreinte de colonies aprés culture sur gélose
de Luria Bertani*.

Au Japon, nous citerons deux études portant sur la détection de pEHEC* chez les
porcins.

La premiére a été conduite entre juin 1999 et mars 2001 : KUIMA et al. [69] ont prélevé
des feces fraiches de porcs en provenance de 46 préfectures japonaises, réparties sur tout le
territoire. Apres enrichissement des prelevements sur TSB*+vancomycine* ou sur milieu
pour E. coli modifié avec novobiocine*, ils ont prélevés un peu de ces bouillons de culture,
qu’ils ont mis a incuber 4h a 37°C, et qu’ils ont chauffé, avant de faire une recherche de genes
stx par PCR*. Chaque prélévement donné positif suite a la PCR* a été confirmé par isolation
des colonies sur milieu spécifiqgue (CT-SMAC* et gélose avec desoxycholate, hydrogen
sulfate et lactose), recherche de genes stx!, stx2 par PCR*, caractérisation biochimique des
souches (a I'aide de galeries API20E). Au minimum une souche a été identifiée par
prélevement positif. Ainsi, la prévalence en STEC* est de 25/179, soit 14%.

KUIMA et al. [69] citent également les travaux de FUKUYAMA et al., qui estiment la
prévalence en pEHEC* au sein des 4 préfectures japonaises sur lesquelles porte I’étude, a
10,5% (44/411).

Concernant la prévalence en E. coli O157:H7, une étude, menée en par NAKAZAWA et
al. [111] en mai-juin 1997, I’estime a 3/221 soit 1,4% des prélévements positifs, issus de 35
fermes japonaises, choisies aléatoirement (0,24% du cheptel japonais a été testé). Des feces
fraiches ont été enrichies sur gélose de Mac Conkey*, puis les colonies ne fermentant pas le
sorbitol ont été confirmées par test d’agglutination O157 puis H7.

En Australie, une étude a été publiée en 1996 par SIDJABAT-TAMBUNAN [144], portant
sur la recherche de STEC* dans des féces de porcs prélevées a I’abattoir. 0,5g de féces ont été
mis en culture sur bouillon Luria-Bertani, puis I’ADN a été extrait d’Iml de la culture
précédente, centrifugé 5 minutes a 13 000g puis bouilli et testé pour la recherche de génes stx
par PCR*. Les prélevements positifs ont été confirmés par isolation de souches sur géloses de
Mac Conkey* et hybridation sur empreinte de colonies puis sur colonies isolées : 21/129
préléevements se sont révélés positifs, soit 1,5%.

Le tableau 31 synthétise les données relatives aux prévalences en pEHEC observées chez les
porcins hors-Europe :
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Tableau 31 : Prévalences en pEHEC chez les porcins dans quelques pays industrialisés,

hors Europe.

Pays\,annee de Anllma,ux Cible Prévalence Méthode Réf.
prélevement | prélevés
10g de féces fraiches
PCR*: enrichies sur TSB* puis PCR*
USA, 2004, 484/787 soit stxI/stx2 sur ADN extrait par
(Swine 2000 Porcs a la ferme | STEC* 70% chauffage; culture sur gélose | 42
study) Isolation : LB puis hybridation sur
40%. empreinet de colonies™ et
confirmation parPCR*
Enrichissement de féces
Japon, non fraiches sur TSB*+6mg/l de
préciseé ; Sondage sur vancomycine*, ou sur
publication I'ensemble du STEC* 32 soit 14% mEC*+20mg/I novobiocine*, | 69
en japon: 179 porcs puis PCR* stx apres chauffage
2005 et isolation de souches sur
CT-SMAC*
Japon, avril 411 porcs dans 44/411 soit Etude
— octobre 4 préfectures du | VTEC* Féces fraiches analysées citée
10,7%
2000 Japon par 69
221 porcs dans
35 fermes L
= Enrichissement de compresses
choisies au . \ .
Japon, mai- | hasard parmi 3/221 soit tamponnees sur des feces puis
S . O157:H7 culture sur gélose de Mac 111
juin 1997 I'ensemble des 1,4% - -
Conkey™ et agglutination et
fermes du Japon recherche de H7
(soit 0,24% du
cheptel testé)
0,5 g de féces congelé puis
2 "
21 ou 1,5% gztr:;?tl 'e;[szlcér?]er?tusruégzllose
Australie, Porcs a - apres PCR*, 0 ’ ..
1997 I abattoir STEC isolats de Mac Conkey™* ; « colony 144

vérotoxiques

blot hibridization » et
recherche s#x sur colonies
pour confirmer
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(3)Dans quelques pays en voie de développement

Une étude a été publiée en 2004 en Serbie par COBELIJIC et al. [24], au cours de laquelle
des prélevements de féces de porcs en provenance de 128 exploitations ont été enrichis sur
gélose de Mac Conkey* puis ont été testés sur cellules Vero* en vue de détecter une
éventuelle cytotoxicité. Chaque prélevement positif a été vérifié par isolation de colonies sur
gélose de Mac Conkey* et réalisation de VCA™* sur colonies sorbitol négatives. La prévalence
en VTEC™ s’élevait a 135/1191, soit 11,3%.

En Argentine, I’équipe de PARMA et al [121] ont recherché des pEHEC* en
provenance de porcs avec diarrhées, de porcs sains et de porcs avec retard de croissance.
Parmi les 19 prélévements obtenus a partir de porcs sains, aucun n’a été trouvé positif apres
enrichissement sur bouillon de Luria-Bertani et PCR* stx. Par contre, les prélevements en
provenance de porcs diarrhéiques ont révélé la présence de VTEC™* (5,9% des prélevements).

Tableau 32 : Prévalences observées en pEHEC chez les porcins en Argentine et en
Serbie.

Pays Année | Groupe Ce qui esP Prévalence | Méthode Réf.
recherché
127 Porcs avec Enrichissement sur
. 3 5,9%, tous , .
1992- dlgrrhees 19 chez des gélose .de Luria-

Argentine 1997 | Sains et 48 avec | VTEC* orcs Bertani et recherche 121
retard de Siarrhéi Les | PCR*de STla, LTI,
croissance g Stx1, Stx2 et Stx2e

VCA* aprés
. enrichissement sur
Serbie 2004 i;glfepr?r:(e:i STEC* ﬁSSJ; /SO't milieu de croissance; | 24
270 + si colonie VCA*+
isolée.

(4)Pour conclure

Les prévalences retrouvées chez les porcs sont plus faibles que chez les ruminants
d’élevage, et que chez les bovins en particulier. Est-ce di a une résistance plus grande de ces
animaux a la colonisation par les STEC* ? ou a une plus faible exposition a ces bactéries ???

L’équipe de CORNICK et al. [25] a travaillé sur la transmission d’E. coli O157:H7 entre
des porcs de 3 mois infectés expérimentalement par 2 souches cultivées en laboratoire, et des
porcs « naifs », c'est-a-dire des porcs de trois mois n’excrétant pas d’E. coli O157:H7 avant
d’étre mis dans le méme enclos que les porcs inoculés. Ils ont ainsi démontré que le passage
d’E. coli O157:H7 entre les deux populations de porcs était possible, avec une dose
infectieuse estimée & 6x10°CFU/g de féces. Les autopsies des porcs infectés
expérimentalement et aprés contact avec des porcs « donneurs » ont révélé la présence
d’0157:H7 au niveau de leurs tonsilles, laissant croire qu’une auto-infection a partir de ce
réservoir est possible...

Cette étude suggere donc que le degré de sensibilité des porcs a E. coli O157:H7 est du
méme ordre que celle des veaux (dose infectieuse estimée & 5x10% jusqu’a 9x10° CFU), et
plus grande que les bovins (dose infectieuse de I’ordre de 10’ CFU) et que des ovins (10°
CFU). Les auteurs concluent que la différence de prévalence observée entre les porcs et les
bovins est plutot due a des différences de conduite d’élevage...

De plus, la caractérisation génétique des STEC™* retrouvées chez les porcs met en avant
le fait que les souches porcines ne portent pas les mémes facteurs de virulence que les souches
isolées chez I’homme malade [1].

Ainsi, le danger pour I’homme lié par la présence de rares STEC* chez les porcs est
faible comparé a celui représenté par la présence de STEC chez les bovins.
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b) Chez les volailles d“élevage

(1)Recherche de VTEC et de STEC

En Allemagne, I’équipe de BEUTIN [6] n’a pas mis en évidence de prélévements de
feces de poulets ayant des effets cytotoxiques par test sur cellules Vero* parmi les 700
prelevements analyses.

La recherche de VTEC* en Serbie a permis d’isoler des souches VTEC* dans 4
prélevements parmi les 401 analysés (1%) pour la recherche de VTEC* par VCA* apres
culture sur gélose de Mac Conkey™* puis VCA* de contréle sur colonies isolées.

L’utilisation de la PCR* stx comme moyen de détection a donné des résultats similaires
en Finlande et au Japon : en Finlande, I’analyse de feces en provenance de 199 poulets de 23
troupeaux différents [71] n’a pas permis de mettre en évidence la présence de genes stx par
PCR* et hybridation sur empreinte de colonies a partir de tampon cloacaux incubés
respectivement sur bouillon de soja - tryptical modifié et sur SMAC*. Au Japon, parmi les
158 prélevements de féces effectués dans 158 exploitations réparties sur tout le territoire [69]
(43 préfectures couvertes), aucun ne s’est révélé positif a la recherche de STEC* par PCR*
stx sur ADN dénaturé par chauffage, a partir de feces fraiches cultivées sur TSB*
vancomycine* ou sur mEC* novobiocine*.

(2)Recherche d’E. coli 0157

Sur deux études conduites en Angleterre en 1997 [18] et aux Pays Bas en 1999 [56],
s’intéressant a la prévalence dans les élevages de poulets d’E. coli O157 détectés par IMS*,
aucune n’a permis de trouver de préléevements positifs parmi les 1000 tampons rectaux et les
501 tampons de féces émises respectivement étudiés. La recherche par IMS* d’E. coli 0157
parmi 459 tampons de fientes fraiches dans une élevage de dindes a révélé 6 échantillons
positifs, soit 1,4% [56].

En Slovaquie cependant, une équipe a trouve 9,6% des 216 échantillons de féces de
poulets positifs & la recherche d’E. coli O157 [1].

Les prévalences en pEHEC* des poulets sont donc faibles par rapport aux autres
espéces. Cependant, le bilan Afssa 2003 [1] rappelle que BEERY et al. en 1985 ont mis en
évidence la capacité des souches d’E. coli O157:H7 a coloniser le ceecum de poulets inoculés
expérimentalement. Une étude publiée en 2005 par LA RAGIONE [78] montre que certaines
souches d’E. coli O157 sont capables de persister, chez le poulet de 6 semaines, jusqu’a 156
jours aprés inoculation.

Le tableau 33 synthéstise les prévalences observées dans les études citées ci-dessus chez les
porcs :
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Tableau 33 : Prévalences en pEHEC chez les volailles a travers le monde.

Pays Année | Espece Prévalence Méthode Réf.
Allemagne | 1993 Poulets 0/700 VCA* 6
culture sur gélose de Mac
401 poulets, Conkey™* puis VCA*; + si
Serbie NP 92 4/401 soit 1% colonie "VCA*+" isolée 24
exploitations ultérieurement sur gélose
de Mac Conkey*.
Oii?/zneannce de Enrichissement sur TSB*
. 1999 - P o puis étalement sur SMAC*
Finlande 2000 Poulets 23 exploitations et détection de stx par 71
(2 compagnies PCR* SIX P
différentes) '
enrichissement de 1g de
§ondage sur feces sur TSB*-
. I'ensemble .
Juin du japon : vancomycine* ou sur
\ . * H H . *
Japon 1999 a 158 poulets, | 0/158 mEF: no\vob:’ocme  PCR 69
Mars aprés 4h a 37°C et
158 fermes -~ ;
2001 dans 43 chauffage; isolation sur
réfectures CT-SMAC™ et
P identification biochimique
IMS* O157 sur culture
Angleterre 1997 Poulets 0/1000 enrichie 18
Poulets 0/501 *
Pays Bas 1999 : _ IMS 0157 sur culture 56
Dindes 6/459 soit 1,4% | enrichie
Slovaquie 1999 Poulets 9,60% Recherche de 0157 1
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7. Quelle contamination de I’environnement a partir des effluents d’origine
animale ?

L’épidémiologie des infections a EHEC* chez I’homme, et la compréhension des
modes de contamination, a permis de mettre en avant le fait que les EHEC* se retrouvent non
seulement sur des viandes contaminées a I’abattoir, mais aussi dans I’environnement !

Ainsi, une étude rétrospective des épidémies a EHEC* O157:H7 aux Etats-Unis entre
1982 a 2002 [130] fait ressortir le fait que 61% des infections étaient dues a la consommation
de nourriture contaminée (5269 cas), 3% (280) a la baignade dans des plans d’eau
contaminee, 15% (1 265) a la boisson d’eau contaminée, et 4% (319) au contact direct avec
un animal excréteur (visite a la ferme par exemple). Les autres cas étaient dus a des contacts
entre personnes contaminées ou a des modes de contamination non déterminés.

Cette étude met en avant la capacité des souches O157:H7 a se répandre dans les sols et
I’eau, vraisemblablement a partir d’un réservoir animal.

a) Présence de pEHEC dans les effluents d’origine animale

Des équipes ont cherché a caractériser la présence de pEHEC* dans les effluents d’origine
animale :

L’équipe de VERNOZY-ROZAND [157] a recherché, sur des effluents de porcs et de
bovins, la présence de STEC* par PCR* stx1 et stx2 sur ADN extrait, et plus particulierement
les sérotypes 026, 0111, O55 et 0157 apres culture sur gélose de Mac Conkey*, ainsi que
0157:H7 par immunoconcentration automatique (selon la méthode VIDAS*) sur souches
uidA+. Les résultats de cette étude sont consignés dans le tableau 34.

Tableau 34 : Recherche de STEC dans des effluents d'origine porcine et bovine
(source :[157]).

Origine Prélevement | Nombre de | Prélevements | Souches Facteurs de
prélevement [stx+ a la| VTEC* virulence
PCR* isolées retrouveés
Elevage de | Feces 88 15 soit 17% |5
porcs Lisier 39 0 0 1 souche
Pré-lisier 45 4 soit 9% 0 stx1leaeAlehx
Fumier 10 0 0
Composte 10 0 0
Elevage de | Feces 48 4 soit 8% 2 2 souches stx2,
bovins Lisier 30 3 soit 10% 2 1 stxl/stx2/ehx
Fumier 45 5 soit 11% 3 1 souche
stx1/ehx et une
autre stx2/ehx

Il ressort de cette étude que pour les effluents d’origine porcine, la prévalence retrouvée
chez les animaux est plus grande que celle retrouvée dans les effluents d’élevage, ce qui n’est
pas le cas ici pour les effluents d’origine bovine. Il reste a savoir si cela est le reflet d’une
réduction significative du nombre d’E. coli présents, ou si le résultat est biaisé par un taux de
détection plus faible dans les effluents prélevés que dans les féces, ou a un probleme
d’échantillonnage...

LOUKIADIS et al. [83] ont recherché des STEC* dans différents effluents émis par 12
abattoirs francais, a différentes étapes du traitement épuratoire. 23 des 224 prélévements
effectués ont permis I’isolement de colonies stx+, et 35 de colonies stx-/eae+ (dont 1 isolée
dans les boues destinées a étre épandues et 2 dans les effluents traités, déversés dans une
riviere). De plus, les prélevements effectués en amont et en aval du lieu de rejet des effluents
traités par 6 abattoirs disposant de station d’épuration compléete ont montré une plus forte
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contamination de la riviere en aval.

Ainsi, cette étude montre que les systemes de traitement des effluents permettent de
diminuer la dissémination de souches potentiellement pathogenes pour I’homme, mais qu’ils
laissent tout de méme survivre quelques souches, qui sont ensuite capables de survivre dans le
milieu aquatique.

b) Evolution des pEHEC dans les effluents d’origine animale
L’évolution des pEHEC™* dans les effluents émis est en partie caractérisée :

OGDEN et al. [114] se sont intéressés a I’évolution des populations d’E. coli et d’E. coli
0157:H7 dans le sol apres épandage de lisier, sur des modeéles de sols argileux et sablonneux,
reconstitués en laboratoire.

La cinétique de décroissance de la population d’E. coli initialement présente dans les
lisiers est maximale dans les 3-4 premiers jours, avec perte de la portion sensible. Puis, la
fraction résiduelle décroft jusqu’au 18°™ voire 24°™ jour. Aprés 4 semaines, moins de 100
UFC/g de sol sont retrouvées. Les premiéres eaux de ruissellement sont particulierement
chargées en E. coli. La cinétique de la population d’E. coli O157:H7 est la méme que celle
des autres E. coli.

KUDVA et al. [74] ont étudié la survie de souches O157:H7 dans du fumier
naturellement contaminé apres infection expérimentale d’ovins et de bovins, et stocké en
plein air. Ainsi ils ont pu détecter des E. coli O157:H7 pendant 21 mois pour le fumier
d’origine ovine, avec des concentrations allant de 10* & 10° UFC/g. Pour le fumier
périodiquement aéré, la persistance est réduite a 4 mois dans cette étude. Pour le fumier
d’origine bovine, la survie des E. coli O157 est moins bonne, avec une persistance maximale
de 47 jours. Les E. coli O157 ont été détectés apres enrichissement de 10g de fumier dans du
TSB* complémenté en cefixime* (50ug/l), tellurite potassique (2,5 mg/l) et vancomycine*
(40mg/l), dilution en séries jusqu’a 10-'°, et étalement sur gélose SMAC* complémentée en
MUG™* (100 mg/l). Les colonies ne fermentant pas le sorbitol et n’utilisant pas le MUG* ont
été sérologiquement confirmées 0157 et H7.

En paralléle, ils ont inoculé expérimentalement du fumier, du lisier non traité et du lisier
traité, d’origine bovine et ovine, avec une souche O157:H7. lls ont fait varier la température
et la ventilation des échantillons ainsi préparés. Les persistances different de celles observées
avec le fumier conservé a I’extérieur . Des souches ont pu étre retrouvées 100 jours apres
inoculation dans les échantillons de fumier bovin congelé a -20°C sans ventilation, et dans les
échantillons de fumier ovins conservés a 4 et 10°C . Pour les autres échantillons, les souches
ont persisté entre 24h et 40 jours.
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8. Pour conclure sur le portage de pEHEC par les animaux :

Il ressort de cette étude sur la répartition des pPEHEC™* chez les animaux vivants et leurs
effluents :

- que les pEHEC* sont mondialement répartis, et sont retrouvés chez de nombreuses
espéces animales domestiquées.

- que les ruminants et, a fortiori, les bovins sont ceux qui excretent le plus souvent des
pEHEC*. Les ovins arrivent juste apres. Les prévalences publiées sur les caprins sont
plus faibles.

- que les porcs peuvent également concourir a la dissémination de STEC*. Cependant
les souches isolées portent a priori a I’heure actuelle d’autres facteurs de virulence
que ceux des souches isolées chez des patients humains.

- que les effluents de poulets semblent ne pas présenter de risque de contamination
humaine, en accord avec les données épidémiologiques de recherche de pEHEC™* dans
les fientes de volailles, et avec les données épidémiologiques des infections humaines
relatées.

Pour ce qui est des chiens et des chats, les quelques études sur la question révelent
I’isolement de rares pEHEC™* [1], ce qui permet de dire que ces espéces sont potentiellement
porteuses de pEHEC*. Leur role épidémiologique dans les contaminations humaines semble
limité.

La majorité des animaux sont excréteurs sains, d’ou des seuils de positivité en abattoir
élevés et un risque accru de contamination de denrées consommables; notons tout de méme
que les veaux et les porcelets porteurs peuvent déclarer des maladies (respectivement
diarrhées ou maladies de I’cedéme, [28]), sous certaines conditions qui ne sont pas clairement
élucidées a ce jour.

Des disparités existent entre les prévalences décrites dans les différents pays étudiés. Il
semble qu’elles soient le reflet de différences épidémiologiques vraies dans le répartition des
pEHEC*, et pas uniquement des biais liés aux différents protocoles mis en place pour la
détection des pEHEC*.
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D. Concernant les EIEC

1. Les EIEC chez I’homme

NATARO et al. [107] rapportent que les Shigella et les EIEC* induisent des diarrhées
aqueuse chez I’lhomme. Ces diarrhées peuvent se compliquer de syndromes dysentériques
bacillaires, caractérisés par I’émission fréquente de féces de petit volume, avec mucus et sang,
accompagnees de ténesme. Elles causent la mort de 600 000 personnes par an dans le monde.
Selon NATARO et al. 1998 [108], au cours d’une épidémie a EIEC*, 7% des personnes
atteintes développent un syndrome dysentérique.

Dans le rapport du WHO sur les E. coli qui provoquent des diarrhées [97], les EIEC*
causent des diarrhées chez les enfants en pays en voie de développement, et chez les adultes
en pays industrialisés.

Selon NATARO et al. [108], les principales voies de contamination connues a ce jour
sont les mémes que celles des ETEC*, a savoir les aliments et I’eau contaminés par des feces
humaines. Par exemple, des épidémies de diarrhées a EIEC* ont eu lieu dans les pays
développés, d’origine alimentaire, comme ce fut le cas au Texas, touchant 370 personnes...

Les transmissions de personne a personne sont plus fréquentes lors d’infection a
Shigella que lors d’infections a EIEC*.

2. Retrouve-t-on des EIEC chez les animaux ?

Dans le rapport WHO sur les E. coli qui provoquent des diarrhées [97], les auteurs ne
consideérent pas les EIEC* comme des souches zoonotiques.

A ce jour aucune étude ne fait état de la découverte de facteurs de virulence associés
aux EIEC* chez les souches d’E. coli isolées chez les animaux. Une étude est en cours
[LoukiADIs et al., données non publiées a ce jour], avec la recherche de genes codant pour la
protéine IpaH, produite par la souche de référence EIEC* 85b, dans les effluents de douze
abattoirs francais de grande et moyenne capacité .
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E. Concernant les EAgQgEC

1. Les EAgQEC chez I’lhomme

La question de savoir si les EAggEC* sont des agents responsables de diarrhées est
longtemps restée sans réponse. Ainsi, parmi les études comparant la prévalence en souches
ayant un profil d’adhésion en mur de briques sur cellules Hep-2* chez les enfants sains avec
celles retrouvées chez des enfants diarrhéiques, certaines montraient une association entre le
portage de ces souches et I’apparition de diarrhées, et d’autres non [77]. Est-ce di a un
probleme de détection des souches en présence ? A une divergence dans les populations
étudiée (ages différents, régions différentes...) ? A une forte hétérogénéité dans le potentiel
pathogénes des souches EAQgEC™* ?

L’inoculation de quatre clones EAggEC* a des adultes volontaires non immunisés
préalablement contre les facteurs d’adhésions de ces souches par NATARO et al. [77]
crédibilise la derniére hypothése. En effet, une seule souche a induit des diarrhées chez les
adultes inoculés. A la différence des trois autres souches, elle portait I’adhésine Afa-11 et non
Afa-1. Cependant, les quatre souches ont colonisé le tube digestif des adultes inoculés. Les
EAQQEC* profitent peut-étre de circonstances favorisantes pour exprimer leur potentiel
pathogéne, ce qui expliquerait I’importance des diarrhées a EAggEC* chez les adultes HIV
positifs [77].

Parmi les études qui s’intéressent a la distribution des EAggEC* chez les enfants, les
prévalences apparentes trouvées sont tres variables d’une étude a I’autre, et I’absence de
protocoles standard de détection rend les comparaisons hasardeuses.

A I’avenir, la meilleure connaissance des facteurs de virulence associés aux EAggEC*,
et le développement concomitant de méthodes de détections fiables devrait permettre de
mieux connaitre la répartition des souches EAggEC* au sein des populations d’hommes sains
et malades.

2. Les EAgQQEC chez les animaux

Décrire le portage animal de souches EAgGgEC™* ou de facteurs de virulence associés a
ces souches présente bien évidemment les mémes difficultés que pour faire le point sur la
situation chez I’homme.

Des modeles expérimentaux ont été fait sur lapins et sur porcelets gnobiotiques :
I’inoculation de souches EAggEC* a entrainé I’apparition de diarrhées parfois mortelles au
sein des animaux testés. L’analyse histologique de prélevements de muqueuses a montré la
capacité des souches EAggEC™* a la coloniser.

In vivo, aucune étude ne rapporte a ce jour d’infection animale naturelle due a une
souche EAgQQEC*. Cependant, peu d’études ont recherché la présence d’EAgQEC* chez
I’animal. Une étude publiée en 2004 par CASSARD et al. [15] n’a pas permis de détecter
d’EAggEC™* dans les feces d’ovins, de bovins ni de porcins, prélevées a I’abattoir et analysées
a la recherche de séquences spécifiques du plasmide de 60 a 65 kDa fréguemment associé aux
EAQQEC™.

D’autres études visent a rechercher la présence de toxine EAST1. Rappelons que cette
toxine n’est pas spécifique des EAggEC™*, puisqu’elle est également retrouvée entre autre
chez des EHEC*, des EPEC* er des DAEC* et Salmonelles [156, 103]. Parmi les études
citées, VEILLEUX et al. [156] n’en rapportent aucune qui ait recherché I’association entre le
géne astA (codant pour EAST1) et des séquences spécifiques du plasmide AA (codant les
adhésines responsables du profil d’adhésion en briques empillées sur cellules Hep-2).
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3. Evaluation du danger de contamination de I’homme via I’animal

A ce jour, aucune épidémie due a une souche EAggEC* n’a été associée a une source de
contamination animale. Cependant, I’origine des contaminations humaines reste inconnue
[15]. Des souches EAST1 positives ont été retrouvées par PCR* dans 16/54 prélévements
d’eau contaminée par les efluents d’animaux d’élevage. L’assortiment de facteurs de
virulence était différent de ceux rencontrés chez les souches humaines. Une contamination
d’étudiants par des souches EAST1 positives a partir d’eau souillée par des féces animaux au
Japon est rapportée [156], mais elle implique des souches EPEC* atypiques (asta+, eae+ mais
bfp-).

Des études complémentaires sont donc nécessaires pour faire le point sur le danger
représenté par les EAgQQEC*, et notamment sur la question de I’origine animale ou non des
contaminations humaines.
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F. Concernant les EXPEC

Contrairement aux pathovars* intestinaux, les EXPEC* ne présentent pas de facteurs de
virulence communs [96, 10]. Une large diversité existe au sein des EXPEC*, comme en
témoigne la comparaison de 158 séquences du génome de souches O2 et O78 d’origine
aviaire et humaine [95]. Les EXPEC* semblent avoir & leur disposition un pool de facteurs de
virulence, diversement associés. Les assortiments rencontrés sont tres variables, mais
conduisent a des pathologies trés proches. La question que I’on se pose ici est de savoir si I’on
trouve des similitudes entre le pool de facteurs de virulence accessibles aux EXPEC* humains
et celui des EXPEC animaux.

1. Les adhésines des EXPEC humains et animaux.

a) AIDA-1

AIDA-I est parmi les premieres adhésines des DAEC* a avoir été décrite. Elle a été
identifiée pour la premiere fois dans des feces d’enfants diarrhéiques. Par la suite, elle a été
identifiée dans 2 a 4% des isolats humains [113]. Elle a également été mise en évidence sur
des souches d’E. coli isolées chez des porcs : parmi 1002 souches testées, 23 se sont révélées
AIDA-1 positives, dont 17 produisaient également les toxines EAST-1 et STa et/ou STb
[113] : ces souches sont donc des ETEC*.

Le r6le d’AIDA-I dans la survenue de diarrhées chez le porc n’est pas encore bien
déterminé, car ce gene est toujours associé a d’autres facteurs de virulence dans les souches
ou il a été isolé. Une autre étude note I’association de AIDA-I avec les facteurs de virulence
stx2e (Shiga-toxine associée a la maladie porcine de I’cedéme) et I’adhésine fimbriaire F18,
elle aussi associée a la maladie de I’cedéme. Le sérogroupe O26 est souvent associé aux
souches AIDA-I [103].

b) Les adhésines des DAEC typiques

Rappelons que trois classes d’adhésines sont associées aux DAEC* typiques : les
adhésines Afa (Afa-1 a VIII), les adhésines Dr et les fimbriae F1845. Les adhésines Dr ou
F1845 n’ont pas été retrouvées chez I’animal [140]. En ce qui concerne les adhésines Afa,
seules les variants Afa-VII et Afa-VIII ont été isolés chez I'animal. Seul Afa-VIII a été
retrouvée a la fois chez I’animal (veau et porc) et chez I’homme. Cependant, les souches
humaines Afa-VIII positives ne semblent pas associées a des diarrhées [140].

La comparaison de 65 souches afa8 positives isolées chez I’homme et chez I’animal
[49] a mis en évidence la présence de facteurs de virulence présumés communs aux souches
humaines et animales. Ainsi le gene ast4 codant EAST1 a été isolé chez 24 des 77 souches en
présence, isolées en proportions égales chez des hommes, pour la plupart lors de bactériémie,
et chez des bovins malades. L’ilot de pathogénicité* HPI est présent sur 69% des souches
testées, d’origine humaine (72 et 78% des isolats) ou animale (de 47 a 84% des isolats testés).
Des séquences codant pour un fimbriz de type P ont également été retrouvées sur 39 des 77
souches analysées, avec notamment la présence de I’allele Ill, présent sur des souches
humaines comme animales. De méme, le complexe fimbriaire F17c est fréquent dans la série
de souches analysées : 34 souches humaines porteuses et 11 souches animales.

Les sérotypes exprimés par 52 souches afa8 positives d’origine humaine et animale
analysées sont restreints [49] : O11 (21 souches), 0101 (9), O8 (6), 0118 (2), 086 (2), 09
(2), et 04 (1), 083 (1), O78 (6) (2 souches de sérotype non déterminé).

A la lumiére des similitudes rencontrées chez les souches afa8 positives, en terme de

facteurs de virulence et de sérotypes, GIRARDEAU et al. [49] concluent au chevauchement des
populations EXPEC* d’origine humaine et animale.
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c) Le complexe fimbriaire F165

Il a été retrouvé dans des souches isolées chez I’homme, le veau et le porcelet [51, 30].
La comparaison des facteurs de virulence associés a 18 souches F165 positives isolées chez
des porcins et des bovins révéle une forte hétérogénéité dans le pool de facteurs associés [30].
Parmi ceux recherchés, on peut citer la concomitance au sein des souches papA positives avec
les génes codant pour les fimbriae F11 (incD, traT et papC). Pour les autres facteurs de
virulence, les associations sont variables.

Des facteurs de virulence associés aux souches pathogenes pour I’lhnomme ont également
été retrouvés sur ces souches animales. Ainsi, I’allele Il du gene papG (PapG est une
adhésine portée par les fimbiae F165-1 notamment) est associé ici & 6 des 9 souches porcines
[30]. Cet allele est également fréquemment porté par les souches isolées en cas de cystite chez
I’lhomme, et parfois en cas de bactériémie ou de pyélonéphrite. De méme, les génes espP ont
été décelés [30]. Rappelons que les EspP sont impliquées dans la pathogénicité des EHEC*
pour I’homme, avec leur propriété a cliver le facteur humain de coagulation de type V. Cette
étude est la seule a citer la présence de ce facteur de pathogénicité sur des souches F165
positives. Notons tout de méme que les EXPEC* F165 isolées ici portent moins de facteurs de
virulence que ceux pathogénes pour I’lhnomme.

La diversité dans le pool de virulence des souches F165 analysées conforte I’hypothése
d’une acquisition divergente de facteurs de virulence en fonction de la pression de sélection
rencontrée chez I’hdte, signant une adaptation des souches a I’espéce ou elles sont isolées.
Ceci n’est pas en faveur d’une contamination directe de I’hnomme par des souches animales,
mais souléve tout de méme le probléme de la transmission horizontale de facteurs de
virulence codés par des éléments mobiles et évolutifs du génome.

d) Les fimbrige F17

lls ont été retrouvés sur des souches bovines, aviaires, porcines et humaines. Ces
fimbrieae sont capables de se lier a des récepteurs N-acetyl-D-glucosamides, que I’on retrouve
entre autre sur les entérocytes humains, bovins et porcins, ainsi que sur les cellules
épithéliales mammaires, ce qui explique la capacité de ces souches a se fixer sur les types
cellulaires précités [86]. Quatre variants (A a D) sont connus a ce jour, isolés chez les bovins
(de quelques % a 50% des animaux porteurs en fonction des études), ainsi que chez les
oiseaux, I’lhnomme, le porc, le chat et le chien, d’origine systémique ou intestinale.

F17a est associé a des souches ETEC* sécrétant I’entérotoxine STa, et responsables de
diarrhées chez le veau et I’agneau. F17b et F17¢ sont souvent associés a la toxine CNF*-2 et a
I’adhésine CS31A sur des souches responsables de troubles digestifs et septicémiques chez les
ruminants. Le rble des F17 dans I’invasion n’est pas encore établit.

Le variant le plus répandu chez les souches aviaires, porcines et humaines est F17c,
suivi par F17a [86].

2. Les toxines des EXPEC humains et animaux

Trois classes de toxines sont souvent associeés aux EXPEC* : EAST1, CNF* et CDT.
Ces toxines ne sont pas spécifiques des EXPEC*, et leur r6le dans la pathogénicité des
EXPEC* reste hypothétique [96].

a) EASTL

EAST1 est largement distribué au sein des E. coli pathogénes chez I’animal. Ainsi, le
géne astA est bien représenté dans les souches porcines isolées chez des porcelets en diarrhée,
avec des prévalences allant de 22,7% a 65,8% en fonction des études [156].

Il est principalement associé aux génes codant la toxine STa et au facteur d’adhésion
F4. On le retrouve également sur des souches STEC* et sur des souches porteuses de
I’adhésine AIDA-1. VEILLEUX ET DUBREUIL [156] rapportent également que le gene ast4 a
été retrouvé sur des souches STEC™ isolées a partir de feces de bovins, ainsi que sur 11
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souches bovines EPEC* O157:H45 parmi les 12 étudiées.
Une étude rapporte également I’isolement inattendu de souches cnf*1, cnf*2 et astA
positives sur des Iésions intestinales observées aprés inoculation de souches O157:H7.

b) Les toxines CNF

Les souches productrices de CNF*-1 (NTEC*1) sont associées a des ITU* chez
I’homme, alors que les souches productrices de CNF*-2 (NTEC*2) n’ont été isolées que chez
I’animal, en particulier les veaux a diarrhées ou en septicémie [118], mais également chez une
large proportions de veaux sains, ce qui remet en question son pouvoir pathogéne.

MAINIL et al. [87] dans leur synthese sur les NTEC* décrivent la répartition de ces
souches chez les bovins, les porcs, les carnivores et I’homme.

Les NTEC* sont retrouvées dans 10 & 50% des cas de colibacillose invasive chez les
ruminants, et 5 a 20% des cas de diarrhées colibacillaires. 50% des bovins sains portent
également des NTEC* dans leurs féces. Le variant CNF*-2 est nettement plus fréquent que
son homologue CNF*-1, isolé sporadiquement chez les bovins.

Chez le porc, les NTEC* sécrétant des toxines CNF* de type 1 sont isolés dans 1 a 10%
des cas de colibacillose. Aucun isolement de souches NTEC*2 n’est rapporté a ce jour. Le
portage par des animaux sains est élevé.

La recherche de la présence de geénes cnf* chez des carnivores sains a révélé une
prévalence en NTEC*1 proche de 50%, alors qu’aucun NTEC*2 n’a été détecté.

Des études rapportent également I’isolement de NTEC*1 chez des lapins et des chevaux
atteints d’entérite hémorragique. Une étude rapporte I’isolement de NTEC*2 chez une jument
a métrite.

Chez I’homme, les NTEC* sont isolées chez des enfants atteints de diarrhées. Les plus
fortes prévalences sont rencontrées lors d’infection extra intestinale : 40 & 50% des E. coli
isolées en cas d’infection colibacillaire du tractus urinaire ou autre sont des NTEC*1.

Chez les oiseaux, moins de 1% des souches E. coli testées portent le gene cnf*1, et
cnf*2 n’a pas été isolé.

c) Lestoxines CDT

D’aprés VAN BoOsT ET MAINIL [155], les toxines CDT-1 et CDT-11 sont le plus souvent
isolées chez I’homme, et associées aux facteurs de virulence LEE ou stx. CDT-HI est
retrouvée chez les souches NTEC*2 isolées chez les bovins, codée sur le plasmide Vir,
associée aux genes codant pour CNF*-1l et F17b. CDT-IV est retrouvée sur des souches
NTEC*1 isolées chez I’homme et I’animal, codée sur le chromosome bactérien.

VAN BosT ET MAINIL [155] précisent que les CDT et les CNF* ont une action
synergique in vitro sur cellules LLC/PK1 : les toxines CNF* font entrer les cellules de la
phase de repos vers la phase S. Ensuite les toxines CDT, activent uniquement sur les cellules
en mitose, bloquent les cellules activées a la phase G2/M, ce qui conduit a I’apoptose des
cellules aprés 4 a 5 jours d’incubation.

3. Les autres facteurs associés a I’invasion des ExXPEC humains et animaux

a) La résistance a la phagocytose

Les antigénes capsulaires sont impliqués dans la résistance des E. coli a la phagocytose.
L’ antigene le plus fréquemment retrouvé chez les souches EXPEC* humaines est I’antigene
K1. On peut également citer d’autres antigenes K retrouvés chez I’lhomme : K5, K28, K29
[86]. Chez les animaux (porcelets et veaux), les antigénes capsulaires retrouvés sont
différents : K79, K80 et K\V165 [86]

Le rble des antigénes O est suspecté mais pas prouvé. GIRARDEAU et al. [49] précisent
que les sérogroupes O sont relativement restreints au sein des EXPEC* : O1, 02, O4, 018,
075 et 083 notamment. Des souches O4 et O83 ont été retrouvées sur des souches afa8
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positives isolées chez I’homme et chez I’animal [49].

b) Les sidérophores

Les sidérophores sont largement distribués parmi les souches EXPEC* d’origine
animale et humaine [86]. Il ne semble pas qu’il y ait de différences majeures dans les
systémes mis en ceuvre.

Leur codage sur des éléments mobiles du génome laisse penser a des échanges possibles
entre souches d’origine animale et humaine. Des variations sont notées dans la structure
génétique des sidérophores, et notamment dans I’Tlot de pathogénicité* HPI des souches afa8
positives isolées chez les bovins, qui est tronqué dans ces souches [49], traduisant une
évolution divergente entre les souches bovines et humaines.

4. Y a-t-il un réservoir animal d’EXPEC pathogenes pour I’homme ?

Le tableau 35 synthétise les principales similitudes entre les facteurs de virulence
rentrouvés chez les souches EXPEC pathogenes pour I’homme et celle parhogénes pour
I’animal :

Tableau 35: Les principaux variants des facteurs de virulence des EXPEC communs aux
souches d'origine humaine et animale.

Facteurs de Variants portés a la fois par Associés a d’autres facteurs de

virulence des EXPEC humains et des virulence communs aux souches
ExXPEC animaux humaines et animales

Adhésines AIDA-1 NON ; isolé chez des souches

ETEC procines, et STEC non
impliquées dans des pathologies
humaines (Stx,., F18+)

Afa8 OUI : associé a EAST1, PAI HPI,
alléle 111 des fimbia P, F17c,
sérotypes resteints.

F165-1 OUI pour une seule étude : EspP
associée a une souche F165+.
NON pour les autres études.

Fl7c NON
Toxines EAST1 OUI : parfois associé a Stx,
AIDAL, et méme CNF-1 pour une
étude
CNF-1 OUI : parfois associé a CDT-IV
CDT-1V OUI : parfois associé a CNF-1

Rappelons également que les souches EXPEC humaines et animales possédent des
sidérophores proches voire identiques.

JONHSON et al. [63] ont recherché la présence de facteurs de virulence associés aux
EXPEC* dans les feces de chiens. Sur 59 prélevements, 19 ont révélés la présence d’E. coli
portant I’allele 111 du géne papG codant un fimbriee de type P souvent retrouvé dans des
souches EXPEC* isolées chez I’lhomme. La caractérisation complémentaire de ces souches par
comparaison des empreintes RAPD* a clairement mis en évidence que les souches isolées
chez les chiens sont proches voire non distinguables des souches pathogénes pour I’homme. A
titre d’exemple, les souches O18:K1 canines sont proches des souches 018:K1:H7
responsables de méningites néonatales humaines. Les souches O6;F48 canines sont proches
des souches O6;F48 isolées dans des cas cliniques humains.

MAINIL et al. [87] rapportent également que des adhésines associées a des souches
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EXPEC* isolées chez I’lhomme sont retrouvées dans des souches isolées chez les carnivores
domestiques (PrsG, Sfa et F1C notamment).

MAYNARD et al. [89] ont également comparés des souches EXPEC* isolées chez
I’lhomme et I’animal. Ils concluent & une similitude entre les EXPEC* trouvées chez les
carnivores domestiques et celles trouvees chez I’homme, établie par comparaison des profils
phylogénétiques et par recherche de quelques facteurs de virulence (recherche de génes
afaC/afaD, afaDS8, sfaDE, papC, hlyA, iucD). Les souches isolées chez d’autres animaux
domestiques (porcs, poulets et bovins) étaient plus éloignées des souches humaines.

La découverte de souches si proches des souches pathogénes pour I’homme chez les
carnivores domestiques est préoccupante. Les risques de contaminations sont grands :
contamination environnementale, surtout en milieu urbain ou les concentrations en chiens
sont importantes, et contamination directe, favorisées par des contacts de plus en plus
rapprochés entre I’lhnomme et son animal domestique...

L’implication des animaux de rente dans les contaminations humaines est supposée par
la découverte de facteurs de virulence proches. De plus, différents assortiments génétiques
sont rencontrés chez les souches d’origine animale et humaine, ainsi qu’entres des souches
pathogenes pour une méme espece [95]. Ainsi la question de la spécificité d’héte reste
entiere...

Le danger semble également associé aux éventuels transferts horizontaux de facteurs de
virulence lors de la rencontre entre une souche animale et une souche humaine.

Cependant, une meilleure compréhension des mécanismes de pathogénicité des
EXPEC*, et la mise au point de méthodes de détections fiables sont nécessaires pour apporter
une réponse eclairée a la question.
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Conclusion :

De nombreux pathovars* d’E. coli sont décrits a ce jour. Les plus fréquemment cités
sont les ETEC*, les EPEC*, les EHEC*, les EIEC*, les EAQQEC™ et les EXPEC*. Certains
facteurs de virulence sont bien connus, d’autres moins. La meilleure compréhension des
mécanismes de pathogénicité, et des facteurs de virulence impliqués, est une étape importante
pour la mise au point de méthodes de détection rapides et spécifiques. Cela permettrait ainsi
de contourner les difficultés liées a la mise en évidence de souches pathogenes parmi la
multitude d’E. coli commensales présentes dans certains prélevements (feces, effluents, ...).
L’analyse des facteurs de virulence des E. coli pathogénes, et la comparaison de leur
répartition chez I’animal domestique et chez I’homme, permettent de les classer en trois
grandes catégories :

1) Les souches pathogenes non anthropozoonotiques. Elles sont capables de coloniser un
nombre restreint d’hétes, pour lesquels elles sont pathogénes, et elles sont incapables de
franchir la barriere d’espece. Ce sont les ETEC*, avec notamment des souches pathogénes
pour les bovins, d’autres pathogénes pour les porcins, et enfin d’autres pathogénes pour
I’homme. Les EIEC* sont également classées dans cette catégorie: elles ne sont
pathogénes que pour I’lhomme ; leur répartition chez I’animal sain reste a approfondir.

2) Les souches fortement pathogénes, anthropozoonotiques. C’est le cas des EHEC*, avec
I’existence d’un réservoir animal bien documentée. Les EHEC* sont principalement
retrouvés chez les bovins, puis chez les petits ruminants. Ils sont également isolés chez les
porcins, mais les facteurs de virulence retrouvés sont différents de ceux des souches
isolées chez les patients humains. C’est également le cas des EPEC*, avec des similitudes
entre les souches isolées chez I’lhomme et celles isolées chez I’animal. Certaines des
souches EHEC* et EPEC* isolées chez I’animal sont zoonotiques (pathogenes pour
I’animal), alors que d’autres n’induisent pas de signes cliniques chez les animaux porteurs.
Ces derniéres représentent donc un réel danger en terme de santé publique, parce qu’elles
sont susceptibles de se retrouver dans les denrées d’origine animale destinées a la
consommation humaine, ainsi que dans les effluents d’abattoirs, rejetés dans
I’environnement apres traitement. Des études montrent que les traitements mis en place a
I’heure actuelle ne garantissent pas I’éradication des agents pathogénes, permettant ainsi
leur dissémination ultérieure dans I’environnement.

3) Les souches faiblement pathogénes. C’est le cas des EXPEC*. Pour ces pathovars*, tout se
passe comme s’ils avaient a disposition un pool de facteurs de virulence, dont
I’assortiment varie en fonction de I’espéce cible. La persistance des combinaisons de
genes de virulence ainsi formées chez les espéces cibles est fonction de I’avantage sélectif
conféré par cet assortiment. Le danger représenté par ces souches potentiellement
pathogénes pour I’homme n’est pas lié & un passage direct de I’animal vers I’hnomme.
Cependant, il est lié au risque de brassage génétique -chez I’homme- entre des souches
commensales du tube digestif de I’homme, et des souches animales porteuses de facteurs
de virulence. De ce brassage pourrait naitre des souches avec un arsenal de génes de
virulence nouveau, permettant I’expression d’une pathogénicité chez I’nomme.

Quant aux EAggEC™, a ce jour aucun cas de contamination directe de I’homme par I’animal

n’a été rapporte, et aucun EAgGgEC* n’a été isolé chez I’animal. Des études complémentaires

sont nécessaires pour déterminer a quelle catégorie de pathovars™ elles appartiennent, et ainsi

pouvoir qualifier le danger qu’elles représentent en terme de santé publique.

Ainsi le portage animal de souches pathogénes pour I’homme doit étre approfondi
pour les souches EIEC* et EAQgEC*. De méme, il est nécessaire de mieux comprendre les
mécanismes de pathogénicité de chaque pathovar*, en particulier pour les souches EXPEC*,
afin de mieux appréhender et surveiller I’émergence de souches d’E. coli pathogenes pour
I’homme a partir du réservoir animal.
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