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INTRODUCTION

Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) sont responsables
d’infections graves chez 'Homme : le syndrome hémolytique et urémique (SHU) et le
purpura thrombotique et thrombocytopénique (PTT) (Kaper et al., 2004). Le SHU
touche particulierement les jeunes enfants et représente la principale cause
d’insuffisance rénale aigué chez I'enfant de moins de 3 ans. Les données de
surveillance montrent également que le sérotype O157:H7 est prédominant dans les
cas de SHU. Le réservoir principal de ces souches est le tube digestif des bovins,
chez lesquels elles font I'objet d’'un portage asymptomatique (Karmali et al., 2010).
L’Homme se contamine lors de la consommation d’aliments contaminés ou par le
contact avec des bovins ou des humains porteurs d’'EHEC. Les aliments les plus
incriminés dans les cas d’infections a EHEC sont : (i) la viande hachée de boeuf
insuffisamment cuite, (ii) le lait cru et les produits au lait cru et (iii) les produits
végétaux consommeés crus ou non pasteurisés. Chaque fois que des épidémies de
SHU surviennent, les filieres viandes ou lait impactées doivent faire face a une
baisse progressive de la confiance du consommateur.

De nombreuses études se sont intéressées aux différentes caractéristiques
épidémiologiques du réservoir des EHEC qui est essentiellement constitué par les
bovins. Dans la lutte contre ce probleme de santé publique, il importe également de
mieux comprendre le portage et I'excrétion des EHEC par les bovins. L’étude que
nous avons menée a I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT) consiste a
mettre au point un modéle d’infection expérimentale permettant d’étudier le portage
et l'excrétion d’EHEC O157:H7. L’objectif était de mieux comprendre les
caractéristiques du portage de ces souches tant au niveau des profils d’excrétion que
de la localisation précise de la colonisation intestinale du bovin. Par la suite, un tel
modele pourrait permettre d’évaluer l'efficacité des différentes stratégies destinées a
diminuer le portage intestinal bovin.

Dans une premiére partie bibliographique nous allons commencer par présenter les
EHEC O0O157:H7, les infections dont elles sont responsables ainsi que leur
épidémiologie. Nous exposerons également les différentes stratégies destinées a
réduire le portage et donc I'excrétion des bovins porteurs.

Dans une seconde partie expérimentale, nous présenterons le modéle développé a
I'école vétérinaire ; nous présenterons notamment les résultats relatifs au suivi de
I'excrétion fécale de la souche inoculée EHEC O157:H7 MC2 ainsi que les résultats
des dénombrements de cette souche dans les contenus et parois digestifs.
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PARTIE | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DU PORTAGE DES
ESCHERICHIA COLI ENTEROHEMORRAGIQUES (EHEC) PAR LES
BOVINS ET MESURES DE MAITRISE

CHAPITRE 1 : LES INFECTIONS A ESCHERICHIA COLI
ENTEROHEMORRAGIQUE (EHEC) CHEZ L’HOMME

1.1 Définition des EHEC

Escherichia coli est une bactérie Gram-négatif anaérobie facultative
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae. Elle est habituellement une bactérie
commensale qui coexiste avec son hote humain dans les intestins dans une relation
mutuellement bénéfique (Tchaptchet et Hansen, 2011). Elle est utilisée comme
indicateur biologique de contamination fécale. La majorité des souches d’E. coli ne
sont pas pathogénes pour ’lHomme. Cependant, certaines souches ont acquis des
facteurs de virulence leur permettant de survivre dans un environnement compétitif,
et peuvent également causer de graves maladies intestinales et extra-intestinales.
Les souches pathogénes ont été regroupées en pathovars en fonction des signes
cliniques chez ’'Homme et des modes d’interaction avec les cellules de I'héte. Parmi
les pathovars intestinaux, les Escherichia coli  entérohémorragiques
(Enterohemorragic Escherichia coli en anglais, désignées sous I'acronyme EHEC)
sont responsables de signes cliniques modérés a graves chez 'Homme. |l s’agit de
la colite hémorragique, du syndrome hémolytique et urémique (SHU) ou encore du
purpura thrombotique et thrombocytopénique (PTT).

Toutes les EHEC produisent des shigatoxines Stx. Chez 'Homme, ces
shigatoxines sont responsables de lésions de I'endothélium vasculaire intestinal,
rénal et cérébral (O’Loughlin and Robins-Browne, 2001). Cependant, toutes les
souches qui possedent le géne stx (codant pour ces shigatoxines) ne sont pas
pathogénes pour ’'Homme. L’ensemble des souches qui possedent le géne stx sont
appelées STEC (Escherichiacoli productrices de shigatoxines ou Shigatoxin
producing Escherichia coli).

Au sein des EHEC on distingue deux catégories : les EHEC dites « typiques »
et celles dites « atypiques ».

Les EHEC typiques possédent un flot de pathogénicité que I'on appelle « Locus of
Enterocyte Effacement » (LEE). Cet ilot regroupe des génes qui codent pour
'ensemble des protéines responsables des lésions d’ « Attachement/Effacement »
(A/E) a l'origine de la colonisation du tube digestif. Chez 'lHomme, ces lésions sont
observées dans le cblon et la partie distale de l'iléon (McDaniel et al., 1995). Sur le
plan génétique, toutes les souches qui possedent le LEE (dont le géne marqueur est
le géne eae, qui code pour la protéine intimine) sont désignées par 'acronyme AEEC
pour « Attaching and Effacing E. coli ».
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Les EHEC atypiques sont par opposition les EHEC qui ne possedent pas le géne
eae et ne produisent pas de lésions A/E. L'adhésion que I'on observe chez ces
souches est assurée par des mécanismes différents de I'attachement et effacement.
Ainsi, la souche EHEC 0O104:H4, responsable d’'une épidémie a I'échelle européenne
en 2011, a colonisé la muqueuse grace au mécanisme d’adhésion propre aux E. coli
entéroaggrégatives.

AEEC STEC

EPEC _\
EHEC

EPEC A_ EHEC

atypiques atypiques
EPEC ® EHEC |
typiques ypiques

EAF

Figure 1 : Diagramme de Venn de la classification des E. coli pathogénes typiques
et atypiques (Source : Afssa — Saisine n°2010-SA-0031)

Toutes les souches qui possédent le LEE, incluant le géne eae, quels que
soient les signes cliniques associés, appartiennent au groupe des AEEC. Toutes les
souches possédant les genes codant pour les toxines Stx, quels que soient les
signes cliniques associés, sont des STEC.

Les souches appelées EPEC pour Enteropathogenic E. coli sont associées a
une diarrhée aqueuse chez ’'Homme et sont définies comme des souches possédant
le LEE et ne produisant pas de toxine Stx. Le plasmide pEAF (qui code pour le
facteur EAF, ou EPEC Adhesion Factor) permet de distinguer les souches EPEC
typiques des EPEC atypiques.

Le terme EHEC regroupe les souches cliniques isolées chez des patients
atteints de colite hémorragique et/ou de SHU. Hors contexte clinique, i.e. dans un
prélévement environnemental ou alimentaire, il est difficile d’identifier les souches
qui, parmi les STEC, seraient susceptibles d’entrainer des maladies chez 'lHomme.
Plusieurs facteurs sont a considérer comme la présence de marqueurs de virulence,
les statuts sanitaires des individus ainsi que la grande variabilité des symptdmes que
'on observe. En effet, certains patients ne déclarent aucun symptome alors que
d’autres peuvent souffrir d’'une diarrhée légére susceptible d’évoluer en colite
hémorragique séveére.

En France, ’ANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation,
de I'environnement et du travail) a identifié cinq EHEC appartenant a cing sérotypes
principalement impliqués dans les épidémies et infections humaines en France. On
les appelle « EHEC du top 5 » ou encore « EHEC typiques majeures ».
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Ces cing sérotypes sont : O157:H7, 0O26:H11, O103:H2, O111:H8 et 0145:H28. Ces
souches possédent toutes les génes stx et eae.

Hors contexte clinique, c’est-a-dire uniquement dans des prélevements
alimentaires ou environnementaux, si des STEC possédent les mémes
caractéristiques que les EHEC du top 5 (autrement dit si elles appartiennent au
méme sérotype) alors elles peuvent étre considérées comme potentiellement
pathogénes chez 'lHomme.

1.2 Les facteurs de virulence

1.2.1 Les shigatoxines (Stx)

Les shigatoxines sont les principaux facteurs de virulence des EHEC. Leurs
cibles sont les récepteurs Gb3 (Globotriaosylcéramide) qui se trouvent au niveau des
cellules endothéliales du cblon, des reins et du cerveau chez 'lHomme. Elles sont de
deux types (Stx1 et Stx2) qui présentent des différences au niveau de leur séquence
nucléotidiqgue et de leur toxicité. Pour détecter ces toxines on utilise un test de
cytotoxicité sur cellules Véro (pour Verda Reno, nom donné aux cellules épithéliales
rénales d’'une espéce de singe vert africain). Pour cette raison les shigatoxines sont
aussi parfois appelées vérotoxines. Ces toxines sont composées de deux sous-
unités : A (pour Activity) et B (pour Binding).

Support génétique

Les Stx sont composées de sous-unités codées par un opéron présent sur le
génome d’un phage lysogénique appelé « phage-Stx ». Ce phage est intégré dans le
chromosome méme des souches STEC (Herold et al., 2004). L'induction du phage
déclenche la production des Stx. Aprés cette induction, le phage-Stx peut infecter
d’autres bactéries. Cette transmission par le phage du géne stx étant assez
fréquente, cela favoriserait I'émergence de nouvelles souches pathogenes pour
I'Homme (Imamovic, Jofre et al. 2009).

Mode d’action

Les shigatoxines Stx1 et Stx2 ont le méme mode d’action. D’abord la toxine se
lie au récepteur Gb3 de la cellule grace a la sous-unité B. Ce complexe va fusionner
avec I'endosome, rejoindre I'appareil de Golgi puis le réticulum endoplasmique
(REG). Une fois sur le REG, la toxine se libére de sa sous-unité A. La sous-unité A
atteint les ribosomes cibles puis les dissocie. Cela a pour effet de stopper toute la
synthese protéique cellulaire (Obrig et al., 1987).

1.2.2 Le locus d’attachement et d’effacement (LEE)

Les EHEC doivent coloniser le tube digestif de leur hote en se liant aux
entérocytes. Localement, pour les EHEC typiques, on observe des Iésions
d’attachement-effacement (A/E). Ces Iésions sont le résultat de I'action combinée de
plusieurs facteurs de virulence qui sont codés par des géenes regroupés sur I'llot de
pathogénicité appelé « Locus of Enterocyte Effacement » ou LEE.

Le LEE est composé de plusieurs régions majeures (Delahay et al., 2001 ;

Deng et al., 2004 ; Stevens and Frankel, 2014) qui codent pour des protéines

responsables de I'adhésion avec la cellule héte. Parmi ces protéines on pourra citer

le systtme de sécrétion de type lll (T3SS) et lintimine, protéine de la membrane

externe bactérienne responsable de I'adhésion avec la cellule cible et qui est codée
par le géne eae.

17



1.2.3 Le plasmide de virulence des EHEC

Les shigatoxines et le LEE sont systématiqguement retrouvés dans les isolats
cliniques d’'EHEC O157:H7. C’est aussi le cas d’un plasmide de virulence. Dans le
cas d'O157:H7 celui-ci est nommeé pO157 (Schmidt et al., 1994).

Une corrélation trés forte entre la présence du plasmide de virulence des
EHEC et le développement de SHU chez les patients a été observée (Schmidt and
Karch., 1996). Le séquencage génétique des plasmides de virulence a permis de
caractériser plusieurs génes ayant un réle plus ou moins bien identifié dans la
colonisation bactérienne. On a ainsi décrit le géne d’entérohémolysine A (exhA) ainsi
que celui de I'adhésine putative (toxB).

L’entérohémolysine A est présente dans la majorité des souches O157:H7.
Son géne, le gene exhA, est donc considéré comme un marqueur fiable pour le
diagnostic des E. coli O157:H7 mais aussi des autres EHEC (Levine et al., 1987 ;
Brunder et al., 1999). Le réle de la protéine en question demeure incertain mais il a
été avancé que I'entérohémolysine A est la cause d’'une lyse des érythrocytes qui,
par libération de I'néme, permettrait a la bactérie de satisfaire ses besoins en fer
(Nataro and Kaper, 1998).

L’adhésine putative (toxB) jouerait, comme son nom l'indique, un réle dans
'adhésion d’E. coli O157:H7 a la cellule épithéliale cible en augmentant la sécrétion
des protéines codées par le systeme de sécrétion de type Il dont nous avons parlé
(T3SS) (Nicholls et al., 2000 ; Tatsuno et al., 2001).

1.3 Les infections humaines liées aux EHEC

1.3.1 Physiopathologie des infections liées aux EHEC

La dose infectieuse minimale d’EHEC pouvant causer des symptémes est trés
faible, de I'ordre de 5 a 50 bactéries pour O157:H7 (Betts, 2000). Les symptomes
chez 'Homme peuvent aller du portage bénin au décés. L’évolution clinique suit
généralement le schéma suivant :

-colonisation du tube digestif qui se traduit par une diarrhée aqueuse,

-libération des shigatoxines par la bactérie au niveau des cellules intestinales.
Les tissus épithéliaux et endothéliaux sont altérés et on observe I'apparition d’'une
diarrhée sanglante. Dans le méme temps les Stx et le lipopolysaccharide (LPS) de la
bactérie passent dans la circulation sanguine ce qui entraine la sécrétion de
cytokines chez I'héte,

-Stx et cytokines peuvent avoir un impact sur les cellules endothéliales rénales
et sur le tissu cérébral. Dans ce cas de figure on observe alors une Microangiopathie
thrombotique (MAT) qui consiste en une lésion des cellules de la microcirculation, un
gonflement cellulaire local et une adhérence accrue des plaquettes.

Le Syndrome hémolytique et urémique (SHU)

La Micro-angiopathie thrombotique (MAT) est a lorigine du Syndrome
hémolytique et urémique (SHU) chez les populations les plus sensibles (franges
jeunes et agées de la population). Le SHU s’ajoute a une colite hémorragique pour
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10% des patients (Bouvet et al., 2003). Lorsque c'est le cas on parle de SHU
typique. Un SHU atypique survient en I'absence de diarrhées sanglantes (10% des
SHU sont atypiques en moyenne d’aprés Lopez et al., 1989).

Le SHU typique se caractérise par une anémie hémolytigue brutale, une
trombocytopénie, une insuffisance rénale aigué voire, dans 20 a 50% des cas, par
une atteinte du systeme nerveux central impliquant convulsions, torpeur ou coma
(Steinborn et al.,, 2004 ; Nathanson et al., 2010). Cette atteinte nerveuse est en
France la principale cause de décés associée aux infections & EHEC (Decludt et al.,
2000). Les SHU typiques sont principalement causés par E. coli 0157:H7 (Davis et
al.,2014).

Un enfant souffrant d’infection a E. coli O157:H7 a 10% de risque de développer un
SHU. On observe généralement d'importantes séquelles rénales et environ 1% des
enfants atteints de SHU en meurent.

Le Purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT)

Le PTT est une manifestation clinique plus rare qui touche essentiellement les
adultes (Andreoli et al., 2002). Dans le cas de la PTT on a une atteinte neuronale
prononcée, a la différence du SHU (Remuzzi, 1987).

Au niveau tissulaire on observe la formation de thrombi plaquettaires et de dép6ts de
fibrine au niveau des artérioles. Le PTT peut durer quelques jours ou plusieurs
semaines et les affections neurologiques peuvent dans certains cas entrainer la mort
(Bouvet et al., 2003).

1.3.2 Diagnostic, pronostic et traitement des infections a EHEC

Le diagnostic bactériologique repose sur l'isolement dans les matiéres fécales
des EHEC. Des outils de biologie moléculaire permettent de détecter les genes de
virulence stx. Cette recherche n’est pas réalisée systématiquement lors de demande
de coproculture par les médecins. L’augmentation du titre sérique des anticorps anti-
lipopolysaccharides (anti-LPS) est également un outil diagnostic. En effet, les LPS
diffusent dans le sang au cours de l'infection bactérienne de la méme maniére que
les shigatoxines.

L'utilisation des antibiotiques reste controversée dans le traitement des
infections a EHEC. Presque aucune étude n’a pu montrer par exemple que
I'utilisation d’antibiotiques auxquels O157:H7 est sensible réduit effectivement la
durée de la maladie. Pire, la destruction de la cible bactérienne accentue la libération
dans le sang des toxines que sont les stx et les LPS (Cimolai et al., 1990, Tarr, 1995,
Wong et al., 2000).

Ainsi, I'utilisation d’antibiotiques chez les sujets ayant une diarrhée a E. coli O157:H7
n’est pas recommandée. En Allemagne, une étude menée sur des patients infectés
par E. coli O104:H4 a cependant montré que [utilisation d’azithromycine peut
diminuer le portage de la bactérie (Nitschke et al., 2012). Récemment, une revue
d’études menée en 2015 par Agger et al. a mis en évidence la grande variabilité des
réponses au traitement antibiotiqgue. Certaines études montraient une augmentation
du risque de développer un SHU, d’autres une absence d’effet et deux études
encore ont montré une diminution de ce risque. Il convient donc de nuancer les
conclusions en soulignant la variabilité des facteurs a prendre en compte (nature de
I'antibiotique, virulence de la souche cible, catégorie de patient...).
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Toutefois, I'observation des symptomes de diarrhée sanglante avec fiévre chez
I'enfant ne doit pas remettre en cause I'administration d’antibiotiques. En effet, il est
possible que de tels symptdomes soient dus a une infection intestinale a Shigella ou
Salmonella, qui elles répondent favorablement au traitement par antibiotiques (en
'absence de résistance particuliere des souches). Les techniques actuelles ne
permettant pas d’'établir le diagnostic différentiel assez rapidement, les antibiotiques
sont administrés par défaut. En outre, il n’existe aucun vaccin disponible pour les
EHEC actuellement.

Aujourd’hui le taux de mortalité a la phase aigué d’'un SHU est inférieur a 5%
(Decludt et al., 2000 ; Repetto, 1997). Ce résultat est obtenu par la mise en place de
traitements symptomatiques comme des apports hydro-électrolytiques et
nutritionnels par voie orale voire parentérale. Pour les enfants oliguriques la dialyse
péritonéale est indiquée.

1.3.3 Epidémiologie des infections a EHEC

La population la plus sensible au SHU est constituée par les enfants de moins
de trois ans et par les personnes agées (plus de 65 ans). En 2015 par exemple,
I'incidence annuelle était de 3,1 cas pour 100 000 enfants agés de 0 a 2 ans (Bilan
SHU InVS 2015). Cette incidence passe a 0,9 de 3 a 5 ans et tombe a 0,2 pour la
tranche 11-14 ans. De maniére générale, 10% des enfants de moins de 10 ans
souffrant d’infection a E. coli O157:H7 développeront un SHU et pour les personnes
de plus de 65 ans les chiffres sont de 10 a 20% de risque.

Nbre de cas
40
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Mois du diagnostic

Figure 2 : Distribution mensuelle du nombre de SHU chez I'enfant de moins de 15
ans en France de 2010 a 2015 (Bilan SHU InVS 2015)

La surveillance des infections aux EHEC qui surviennent en France se fonde
essentiellement sur la surveillance du SHU chez les enfants de moins de 15 ans
réalisée par un réseau de pédiatres néphrologues volontaires. La survenue de cas
groupés de colite hémorragique peut faire I'objet de notifications dans le cadre de la
surveillance des TIAC (Toxi-infections alimentaires collectives). La recherche des
STEC dans les selles n'est pas un examen qui s’effectue en routine dans les
laboratoires d’analyse. La surveillance des SHU a débuté en 1996 et est réalisée par
I'Institut national de veille sanitaire (InVS) et par la Société de néphrologie
pédiatrique. La confirmation de l'infection est réalisée par le Centre national de
référence (CNR) des E. coli qui met en évidence la présence d’anticorps sériques
dirigés vers le LPS des souches STEC les plus communes.
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La confirmation passe également par l'isolement des souches STEC ou par la
détection des génes stx et eae par PCR.

Le dernier rapport de I'InVS stipule que 111 cas de SHU ont été notifiés en
2015 parmi lesquels on compte un déces. L’incidence annuelle est de 0,94 cas pour
100 000 enfants de moins de 15 ans. Le sérogroupe le plus fréquent, cette année
encore, était 0157 avec 17% des cas totaux.
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Figure 3 : Résultats des recherches des STEC chez les 111 cas de SHU chez les
enfants de moins de 15 ans identifiés par PCR, isolement de souche ou sérologie en
France pour I'année 2015 (Bilan SHU InVS 2015)

1.4 Les réservoirs d’EHEC

De trés nombreux animaux sont susceptibles de porter les E. coli productrices

de shigatoxines. Le portage est alors asymptomatique (Persad and LeJeune, 2014 ;
Pruimboom-Brees et al., 2010).

Les bovins sont le réservoir naturel des EHEC (Gyles, 2007). Il a été estimé que
1,8% des bovins adultes abattus en France sont porteurs d’EHEC du top 5. Parmi les

sérotypes détectés, O157:H7 est le plus présent (Bibbal et al., 2014, Bibbal et al.,
2015).

Les caprins et les ovins constituent également un réservoir a EHEC. Une étude
menée en 2016 par Alvarez-Suarez et al. s’est intéressée a lidentification de
plusieurs EHEC présentes dans le lait de chévre et dans I'environnement d’élevage.

I en ressort que le réservoir caprin est aussi a prendre en compte dans
I'épidémiologie des EHEC et en particulier dO157:H7.
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D’autres hbtes, qualifiés d’accidentels en raison de leur incapacité a maintenir une
colonisation intestinale en dehors de toute exposition a la bactérie, peuvent jouer un
réle dans la contamination humaine. Il s’agit des porcs, des chiens, des chevaux et
de la volaille (surtout les dindes).

Enfin, les poissons et fruits de mer, s’ils peuvent posséder les sérotypes producteurs
de shigatoxines, sont incapables de les transmettre aux autres especes autrement
gu’en étant directement ingérés.

1.5 Voies de transmission des EHEC a ’lHomme

Un humain peut s’infecter par une souche EHEC de plusieurs facons:
consommation de viande insuffisamment cuite (en particulier la viande de bovin
hachée), de produits laitiers, de fruits ou légumes crus, par contact avec des
animaux contaminés ou leurs feces, ou encore par contact avec une autre personne
contaminée. Comme on le comprend, ces facteurs impliquent le compartiment
animal, environnemental et bien entendu humain. Cela nécessite d’approcher ce
probleme de santé publigue de maniére intégrée, systémique et unifiée (approche
dite « One Health » pour « Une seule santé »).

Veterinary Medicine Biology

Comparative Medicine Ecology

Human Medicine Earth Sciences

Social Sciences

& Humanities Engineering

Figure 4 : lllustration du concept du systeme One Health par un diagramme de Venn
(Source : www.ucdavis.edu/one-health/collaborations)
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CHAPITRE 2 : CARACTERISTIQUES DU PORTAGE DES EHEC
O157:H7 CHEZ LE BOVIN

2.1 Les caractéristiques du portage chez le bovin

2.1.1 Les zones de colonisation intestinale

Dans une étude menée sur quatre souches d’E. coli O157:H7, Naylor,
S. W. et al. (2003) ont montré que les niveaux de concentration étaient les plus
élevés dans les feces. Les tissus les plus colonisés par ces bactéries sont une partie
de la muqueuse épithéliale sur une zone d’environ 5 cm qui part de la jonction recto-
anale et remonte le rectum. Ce tissu, cible d’O157:H7, se distingue par une haute
densité en follicules lymphoides. Par la suite, les bactéries se trouvent
majoritairement présentes a la surface de I'’échantillon de feces. Ces caractéristiques
ne sont pas partagées par les autres sérotypes d’E. coli (qui eux sont présents dans
la totalité du cdlon).

Naylor, S. W. et al. (2005) ont poursuivi l'investigation menée sur la
colonisation bactérienne d’E. coli O157:H7 des quelques centimetres les plus distaux
du rectum bovin. lls ont montré dans cette étude le role essentiel de I'opéron LEE4
qui encode pour la protéine T3SS (Type lll secretion system) dans la colonisation
tissulaire. T3SS est une protéine ayant la forme d’'une aiguille qui joue un réle central
dans l'infection de la cellule héte. On en trouve de plusieurs types chez plusieurs
bactéries Gram-négatif telles que Shigella ou Salmonella. Des Iésions de type
attachement et effacement (A/E) ont de plus été détectées dans la partie terminale
du rectum. La colonisation en E. coli des bovins semble donc caractérisée par une
sécrétion de type Il et par 'apparition de ces lésions A/E dans la région terminale du
rectum.

2.1.2 La durée d’excrétion

Les études d’Hancock et al., Widiasih et al., Liebana et al. et Ezawa et
al. ont cherché a évaluer la durée d’excrétion moyenne d’E. coli O157:H7. Il en
ressort que cette excrétion est intermittente et de courte durée a I'échelle de I'animal.
A l'échelle du troupeau elle peut persister bien plus longtemps. A titre d’exemple
I'étude de Widiasih montre que pour des veaux de 1 a 10 mois cette excrétion est
comprise entre 1 et 10 semaines. Les autres études, a préléevements mensuels,
observent la fin de l'excrétion entre le quatrieme et le cinquieme mois de
prélevement. Certains clones ont pu étre prélevés pendant 17 mois sur le méme site
d’élevage.
Ces études ne permettent pas de savoir si les souches d’E coli O157:H7 sont
totalement éliminées par le bovin lorsque les prélevements sont négatifs ou si la
bactérie persiste a bas bruit dans le tube digestif.

2.1.3 Les animaux « super-excréteurs » ou « super-shedders »

Certains animaux présentent de trés hauts niveaux d’excrétion et
pourraient jouer un réle dans la persistance de ces souches au niveau des élevages.
Ces animaux sont appelés « super-shedders » en Anglais et « super-excréteurs » en
Francais. Ils peuvent excréter des souches E. coli O157:H7 a plus de 10°-10* UFC
par gramme de feces, a la différence de la plupart des autres individus qui excretent
souvent a des niveaux inférieurs aux seuils de détection. La présence de ces super-
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excréteurs dans le troupeau peut a elle seule expliquer la contamination observée de
'environnement d’élevage (Brichta-Harhay et al. 2007 ; Omisakin et al. 2003 ;
Robinson et al. 2004) et donc étre a l'origine des prévalences relevées dans ces
élevages.

Low et al. (2005) ont montré qu’un lot contenant un animal excrétant
de tels taux avait un risque trés important de compter de nombreux animaux positifs
en son sein. Telle observation a été confirmée par d’autres études (Chase-Topping
et al. 2007 ; Cobbold et al., 2007).

Un lot contenant un ou plusieurs individus super-excréteurs voit les différents
animaux qui le composent porter davantage de bactéries sur les cuirs qu’un lot sans
ces individus particuliers, ce qui augmente les risques de contamination des
carcasses lors des opérations réalisées en abattoir (Arthur et al., 2009).

2.2 La prévalence régionale des EHEC O157:H7

Une méta analyse sur la variation régionale de la prévalence d’E. coli
O157:H7 a été publiée en 2014 par Md. Zohorul Islam et al.. Elle recueille des
données pour 138 pays différents et comprend environ 140 études. La conclusion est
que la prévalence associée a 0157:H7 est de 5,68% en moyenne avec une valeur
maximale moyenne de 31,2% en Afrique et une valeur minimale moyenne de 1,65%
en Amérique Latine. L’Union Européenne est proche de la moyenne mondiale avec
5,15% de prévalence. La publication souligne le réle important de la difféerence du
type de bovin étudié (laitier, a viande, a l'engraissement...) qui accentue les
différences régionales que I'on peut trouver.
L’étude précise aussi que les modes de prélevement des échantillons peuvent
influencer grandement les résultats obtenus (récolte de feces classiques, de féces
rectales, de féces intestinales, raclage rectal...). Les féces prélevées directement
dans lintestin auraient ainsi en moyenne une plus grande quantité d’unités formant
colonies par rapport aux autres types de prélevement. De plus cette méta-analyse
insiste sur le role majeur des protocoles d’isolation de la bactérie et plus
généralement des techniques de détection. Les seuils de détection seraient par
exemple variables selon la région du monde, de méme que les quantités
d’échantillons utilisées.

Enfin, la plupart des études ont été conduites sur des élevages industriels, qui pour
certaines zones de la planéte ne constituent pas la majorité des élevages que 'on
rencontre. Les prévalences associées a ces zones ne refletent donc a priori pas la
prévalence réelle.

Geue et al. ont mis en évidence une grande hétérogénéité des portages d’EHEC non
seulement entre les fermes (de 28,8% a 81,5%) mais aussi entre les animaux d’une
méme ferme. En effet, au sein d'un méme troupeau on peut observer des animaux
qui excretent souvent (75 a 100% de prélevements positifs sur trois ans) et d’autres
trés peu (0 a 10% sur la méme période).

D’autres études (Hancock et al. ; Than et al., 1998) ont confirmé cette variabilité et
observé des troupeaux initialement négatifs devenir positifs au cours de la période
de surveillance, avec des jours de plus ou moins grande excrétion dans les
troupeaux.
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2.3 Les facteurs d’influence du portage observé des EHEC O157:H7

2.3.1 L’effet de I’dge des animaux

Plusieurs études ont montré que le regroupement de jeunes veaux dans le
méme environnement constituait un facteur de risque important pour I'excrétion
massive d’E. coli O157:H7. En effet, les veaux excrétent plus fréquemment E. coli
O157:H7 et a des taux bien supérieurs aux adultes. Ainsi, les veaux constitueraient,
au sein méme du réservoir bovin, un réservoir a EHEC qui contaminerait
régulierement les adultes situés a proximité (Cray and Moon, 1995).

2.3.2 L’effet du mode d’élevage

La plupart des études s’intéressant a la relation entre la taille du cheptel et la
prévalence d’E. coli O157:H7 au sein des troupeaux laitiers n'ont pas montré de
corrélation entre les deux facteurs (Dodson and Lejeune, 2005).

En 2006 Viodic et Korber ont montré en revanche que, pour les bovins a
I'engraissement, plus la densité en animaux est forte et plus la prévalence en E. coli
0O157:H7 est elevée.

Une méta-analyse de plusieurs études menées sur la variation de prévalence
régionale pour E. coli O157:H7 dans les troupeaux bovins a révélé que le type
d’élevage (laitier, allaitant, d’engraissement) avait une grande importance dans cette
prévalence. En particulier, une étude menée par Jeon et al. en 2013 montre que la
prévalence en E. coli O157:H7 était largement supérieure dans les troupeaux a
'engraissement (autour de 20%) par rapport aux troupeaux laitiers (2% environ).

2.3.3 L’effet de la saison sur I’excrétion

De nombreuses études (Dunn et al., 2004, Than et al.,1998, Widiasih
et al., 2001 ; Hancock et al., 1998) ont montré que la période estivale de I'année
pour les zones a climat tempéré correspond a une période de prévalence plus
importante. Dans l'étude de Dunn et al. par exemple, on constate que les
prévalences relevées en mai et juillet (7,6% et 6,6%) sont nettement supérieures a

celles observées en février (0,61%) et octobre (0,63%).

Il est cependant difficile de caractériser nettement I'« effet saison » car les périodes
de temps ne sont pas identiques d’'une étude a l'autre et de multiples facteurs
peuvent influencer les résultats (notamment les techniques de laboratoire, le type de
bovin, I'environnement d’élevage...).

Ainsi Callaway et al. (2009) ont montré que la prévalence de souches
potentiellement pathogénes peut varier de 5% I'hiver a 80% I'été chez les bovins a
'engraissement de type « feedlot ».

Les mois les plus chauds favoriseraient la survie d’E. coli O157:H7 dans le milieu
naturel (eau, nourriture, litiére...) et donc sa transmission au sein du troupeau.
Toutefois certaines études (Alam et Zurek, 2006 ; Ogden et al., 2004 ; Sargeant et
al., 2000) montrent des résultats inverses, avec une prévalence supérieure durant
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les mois d’hiver. Cela pourrait s’expliquer par la mise en claustration des troupeaux
qui diffuseraient mieux la bactérie, la densité en animaux dans le batiment étant bien
plus élevée que le reste de 'année. D’autres études (Berry et al. 2007, Ishii et al.,
2006) ont montré que les basses températures pouvaient stimuler la prolifération
d’O157:H7 dans les sols et les déjections, ce qui expliquerait les résultats
contradictoires de prévalence.

D’autres facteurs peuvent expliquer les résultats observés lors de changements de
températures, comme le stress des animaux en période de chaleur ou I'adaptation
du métabolisme au rallongement de la photopériode (Edrington et al., 2006).
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CHAPITRE 3 : MESURES DESTINEES A REDUIRE LE PORTAGE
DES EHEC PAR LES BOVINS

Limiter le portage sain par les ruminants, et donc I'excrétion fécale de
ces pathogénes, permettrait de limiter leur propagation dans la chaine alimentaire de
I'Homme. En effet, aucune thérapie spécifique n’existe a ce jour pour lutter
efficacement contre l'infection humaine. Réduire le portage animal est donc une
stratégie de choix pour réduire les toxi-infections a EHEC et éviter les situations
épidémiques et les crises qui peuvent en résulter dans les filieres de production
concernées. Il a en effet été démontré qu’il existait une corrélation forte entre la
prévalence d’E. coli O157:H7 dans les feces des bovins et sur leurs poils et la
contamination des carcasses au cours de la préparation (Elder et al., 2000).

3.1 Sources, transmission et modalités de contréle des EHEC

Le réservoir des EHEC est le tube digestif des ruminants. Les
souches EHEC sont ensuite disséminées par excrétion dans les matiéres fécales.
Les EHEC, notamment celles appartenant au sérotype O157:H7, peuvent persister
longtemps dans l'environnement. Les fumiers, lisiers, sols, eaux, abreuvoirs,
cornadis souillés ont ainsi été identifiés comme étant des sources de contamination.
Une étude menée dans un troupeau de bceufs infectés expérimentalement a permis
d’isoler dans I'environnement des E. coli O157:H7 jusqu’a 14 semaines aprés
I'inoculation (Davis et al., 2005). Cette étude a par ailleurs mis en évidence que les
souches E. coli O157:H7 inoculées avaient pu étre isolées de l'aire de couchage et
au niveau de I'eau des abreuvoirs alors qu’elles n’étaient pas isolées de feces de
bovins.

Les EHEC peuvent donc survivie dans de nombreuses « niches
environnementales » qui pourront étre a l'origine de la contamination des bovins.
Par ailleurs d’autres hétes peuvent étre porteurs d’EHEC et amplifier la
dissémination de ces pathogénes comme les mammiferes ou les oiseaux. Les
insectes, notamment les mouches, ont également été identifiés dans la
dissémination des E. coli O157:H7. Certains bovins, qualifiés de « super excréteurs »
(super-shedders), présentent une excrétion plus longue et plus importante d’E. coli
0157:H7 que les autres animaux. lls pourraient servir de relais de contamination et
contribueraient & une augmentation de la prévalence au sein des troupeaux (Chase-
Topping et al., 2008).

Des revues ont procédé a I'examen critique de I'ensemble des
facteurs de risques de la prévalence et de la transmission des E. coli O157:H7 (Berry
and Wells, 2010 ; Besser et al., 2014 ; Ferens and Hovde, 2011 ; Soon et al., 2011).
La figure 5 illustre et résume les sources et les voies de transmission des E. coli
0157:H7 dans les élevages de bovins.
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Figure 5 : Sources et voies de transmission des E. coli 0157:H7 dans les élevages
de bovins. (Source : Soon et al., 2011)

A la vue des caractéristigues épidémiologiques et écologiques des EHEC,
deux types de mesures de maitrise de ce pathogéne peuvent étre mises en place.

Tout d’abord, des actions globales au niveau de I'élevage permettront de limiter la
contamination des bovins a partir de « niches environnementales ». Ces mesures
relevent des bonnes pratiques d’élevage. Elles permettent de prévenir la
contamination des aliments par les bactéries pathogénes pour ’'Homme qui ont un
portage digestif chez le bovin (hotamment les salmonelles).

Par ailleurs, des actions ciblées permettront de réduire le portage intestinal des
EHEC par les bovins s'il y a eu contamination. Il s’agit principalement de modification
de la ration alimentaire, de [l'utilisation de probiotiques, de bactériophages ou la
vaccination des troupeaux. La figure 6 illustre et résume les mesures de controle
des EHEC O157:H7 proposées.
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Figure 6 : Mesures de contréle des E. coli 0157:H7 dans les élevages de bovins.
(Source : Soon et al., 2011)

Les principales études visant a évaluer ces mesures ont été menées sur le sérotype
0157:H7. Des revues récentes font une analyse critique des études des différentes
mesures de contr6le des EHEC a la ferme (Berry and Wells, 2010 ; Besser et al.,
2014 ; Soon et al., 2011). Toujours au niveau de I'élevage, d’autres revues abordent
a la fois la maitrise des EHEC, mais également d’autres agents pathogénes dans la
filiere viande bovine et dans d’autres filieres (Adam and Brulisauer, 2010 ; Doyle and
Erickson, 2012). Enfin, en 2014, la FSIS (US Department of Agriculture Food Safety
and Inspection Service) a dressé un état des lieux des travaux de recherche qui ont

évalué différentes mesures de contrdle des EHEC au niveau de I'élevage (source :
https://lwww.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/d5314cc7-1ef7-4586-bca2-f2ed86d9532f/Reducing-Ecoli-
Shedding-in-Cattle.pdf?MOD=AJPERES).

3.2 Mesures destinées a limiter la contamination des bovins par les
EHEC

La figure 7 résume et illustre les bonnes pratiques d’élevage destinées a
eviter la contamination des bovins et de leurs produits par des EHEC et plus
largement par des bactéries pathogénes pour 'lHomme ayant un portage digestif.
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Figure 7 : Bonnes pratiques d’élevage destinées a limiter la contamination des
bovins par les EHEC.

(Source : Plaquette FNGDS et Institut de I'Elevage « Des I'élevage, prévenir les
risques de contamination des aliments par des bactéries fécales »)

Les paragraphes suivants se concentrent sur les études qui se sont intéressées a
I'effet de ces mesures sur le portage et I'excrétion des EHEC par les bovins.

3.2.1 Abreuvement et alimentation

Abreuvement
Les abreuvoirs ont été identifies comme étant une source de

contamination d’E. coli O157:H7 pour les bovins. Ces souches peuvent persister
dans les sédiments et rester infectieuses pour les bovins pendant plusieurs mois,
voire s’y multiplier pendant les périodes chaudes de I'année (Davis et al., 2005;
LeJeune et al., 2001). Les sédiments consistent en un mélange de nourriture et de
féces colonisé par de nombreuses bactéries et protozoaires. Des clones identiques
ont été extraits a la fois des bovins et de I'eau de boisson sur la méme ferme (Shere
et al., 1998 ; Van Donkersgoed et al., 2001). Par ailleurs, il a été démontré qu’une
eau de boisson contaminée permettait l'inoculation d’E. coli O157:H7 aux bovins
(Shere et al., 2002).
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Tous ces éléments indiquent que le contrdle de la qualité de I'eau de boisson des
bovins serait un point de controle des EHEC. Un certain nombre d’études se sont
attachées a évaluer l'effet de mesures de décontamination de I'eau en prenant en
compte les quantités importantes de matiere organique qui peuvent se trouver au
niveau des abreuvoirs et donc compromettre I'efficacité de la décontamination (Berry
and Wells, 2010).

Néanmoins, I'impact de la décontamination de I'eau de boisson sur la diminution de
la prévalence des EHEC n’a pas été démontré. Des auteurs ont montré que la
prévalence de bovins porteurs d’E. coli O157:H7 n’était pas corrélée avec la
présence de ce pathogene dans lI'eau de boisson, le pH ou la propreté de I'eau
(Smith et al., 2001). L’amélioration de I'hygiéne des abreuvoirs n’a également pas
permis de diminuer la prévalence d’E. coli O157:H7 chez les jeunes bovins (Ellis-
Iversen et al., 2008).

Il faut tout de méme souligner que d’autres études mettent en avant I'importance de
maitriser I'hygiéne des abreuvoirs. Par exemple, une étude a modélisé la survie des
populations d’E. coli O157:H7. Les simulations ont mis en évidence qu'E. coli
0157:H7 était capable de survivre dans un « feedlot » a travers la contamination et
la dissémination par les abreuvoirs et les sols, et ce sans croissance dans le tube
digestif des bovins (Ayscue et al., 2009).

Alimentation

La nourriture des bovins peut également étre contaminée par des E. coli
0157:H7 et a été incriminée dans la dissémination de ce pathogéne au sein des
troupeaux. Une synthése des études consacrées a ce facteur de risque a révélé que
la détection d’E. coli O157:H7 dans la nourriture avant d’étre donnée aux bovins était
peu fréquente (Berry and Wells, 2010).

En effet, depuis 2004 le Codex Alimentarius a détaillé un « Code d’'usage pour une
bonne alimentation animale » qui permet, si 'on suit ses recommandations, d’éviter
les contaminations en agents pathogénes. Ce code rappelle en outre que si le
processus de fabrication ou de distribution s’y préte, 'usage de la méthode de
contréle HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point) est conseillé.

Par contre, la prévalence de la contamination des aliments augmente une fois qu’ils
ont été distribués aux bovins. La contamination peut étre due aux bovins porteurs via
la salive ou les féces ou a d’autres animaux, oiseaux ou insectes porteurs (Dodd et
al., 2003). L’hygiéne des mangeoires apparait donc comme un point de maitrise
important.

3.2.2 Nettoyage et désinfection des locaux
Les sols contaminés par les feces de bovins porteurs sont également a

'origine de la contamination de nouveaux bovins. Une relation a été mise en
evidence entre la propreté des cuirs, la prévalence du pathogene et I'état de I'enclos.
Les pourcentages d’animaux excréteurs étaient plus élevés dans les environnements
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boueux ou humides par rapport aux environnements classiques (Smith et al., 2001).
Les auteurs de cette étude ont supposé que les enclos boueux favorisaient la
transmission du pathogene par la voie oro-fécale. Cela tiendrait en partie au
comportement naturel des bovins qui communiquent beaucoup par Iéchage. Certains
auteurs suggeérent que les sols contaminés seraient une source d’infection plus
importante que la nourriture ou la boisson (Bach et al., 2005).

Il a été montré par ailleurs que la mise a disposition des zones de couchage propres
et séches diminuait la prévalence d’E. coli 0157:H7 (Ellis-lversen et al., 2008).

Comme on I'a déja dit, les E. coli O157:H7 ont une capacité a survivre longtemps
dans I'environnement. Plusieurs études montrent que la plupart des souches isolées
dans un méme élevage présentent une grande proximité génétique et sont isolées
pendant plusieurs années, et ce malgré un turn-over important au niveau du
troupeau (Lahti et al., 2003; LeJeune et al., 2004).

Ces éléments indiguent que de bonnes pratiques de manipulation, de compostage et
d’épandage du fumier et des lisiers doivent permettre de réduire la contamination de
I'environnement par des souches d’E. coli O157:H7 et donc sa dissémination.

3.3.3 Conduite d’élevage

Un certain nombre de facteurs ont été identifiéss comme pouvant
augmenter la prévalence de bovins porteurs d’'EHEC : élevage a lintérieur de
batiments, densité de bovins importante, augmentation du stress des bovins (comme
lors d’un transport), etc. Une revue détaillée en est réalisée par Ferens et al. (Ferens
and Hovde, 2011).

Une piste intéressante serait la détection des bovins super-excréteurs. En effet, une
étude de modélisation, a I'aide de données épidémiologiques de plusieurs fermes en
Ecosse, a mis en évidence que 80% de la transmission des souches d’E. coli
0157:H7 serait due aux 20% de bovins super-excréteurs (Matthews et al., 2006).
Néanmoins, aucune technique n’est au point pour réaliser ce dépistage en routine
dans les élevages.

3.3 Mesures destinées a diminuer le portage par modification du milieu
intestinal

3.3.1 Modifications de la ration alimentaire

Plusieurs réflexions ont été menées sur l'optimisation de la ration
alimentaire dans l'objectif d’'influencer la prévalence d’E. coli O157:H7 dans la partie
intestinale du tube digestif chez le bovin. L’idée est de modifier le micro-
environnement gastro-intestinal du bovin pour empécher la croissance de cette
bactérie pathogéne. Cela peut par exemple s’obtenir en favorisant la croissance
d’autres bactéries susceptibles de prendre la place de la bactérie pathogene dans la
niche écologique, ou de provoquer la sécrétion de composés nocifs pour la bactérie
pathogene (Fuller, 1989).

Ainsi, il existe de nombreuses études sur les effets de régimes a base de fourrage ou
de céréales sur I'excrétion fécale d’E. coli chez les ruminants. Deux revues en ont
32



fait une analyse critique : les conclusions sont souvent contradictoires (Callaway et
al., 2009 ; Jacob et al., 2009). Il en ressort néanmoins que, dans la plupart des cas,
les animaux excrétent plus longtemps lorsque leur régime alimentaire est
principalement constitué de fourrage plutét que de céréales. L'explication tiendrait au
fait qu’avec le fourrage on obtient un pH fécal plus élevé et une concentration en
acides gras volatils plus basse ce qui rendrait I'environnement plus favorable a la
survie et a la multiplication d’E. coli O157:H7.

Un certain nombre d’études s’est également attaché a étudier I'effet de
I'utilisation de DG (« Distiller’s grain ») dans les rations. Cette utilisation des DG dans
'alimentation des bovins est assez récente. Il s’agit de sous-produits issus de
l'industrie de la distillation de céréales (production d’éthanol par fermentation de
céréales, dans le cas de l'industrie de la biere par exemple). L’influence de ces
composeés sur I'excrétion en E. coli O157:H7 n’est pas claire. Les divergences
observées entres les études seraient liées a des niveaux d’inclusion des DG dans la
ration différents et & la variabilité de la composition en nutriments des DG (Doyle
and Erickson, 2012) .

Bien que plusieurs explications biologiques puissent étre avancées pour
expliquer les évolutions constatées du microbiote intestinal responsable de
'amplification ou de la diminution de la croissance d’E. coli O157:H7, les
meécanismes impliqués sont encore trop complexes pour qu’il soit possible de prévoir
avec précision l'effet de telles modifications de la ration. Il en ressort qu'aucune
stratégie de modification de ration ne soit véritablement fiable a I'heure actuelle.

3.3.2 Les probiotiques
De nombreuses études ont été réalisées afin d’étudier I'effet de divers

probiotiques sur I'excrétion des EHEC par les bovins. Le traitement consiste a
administrer une ou plusieurs souches non pathogéenes aux bovins. Ces souches vont
coloniser le tractus digestif de I'animal et donc créer des conditions défavorables
pour les EHEC. Les bactéries utilisées sont la plupart du temps des souches
appartenant aux genres Lactobacillus, Enterococcus et Streptococcus. Lactobacillus
est le genre le plus utilisé, notamment la souche Lactobacillus acidophilus NP51.

Une méta-analyse récente de 16 de ces études a révélé que le traitement par des
probiotiques permettait de diminuer la prévalence du portage d’E. coli O157:H7
(Wisener et al., 2015). Une combinaison a base de Lactobacillus acidophilus NP51 et
de Propionibacterium freudenreichii NP24 serait la plus efficace comparée a d’autres
traitements, bien que cette différence ne soit pas significative.

Sur la base de la littérature existante, différents additifs ont été évalués par la
BIFSCO (Beef Industry Food Safety Council) aux USA, pour leur efficacité a réduire
la prévalence des E. coli O157:H7 chez le bovin en engraissement. En 2015, cette
évaluation a conduit le comité a reconnaitre l'effet de la souche Lactobacillus
acidophilus BT-1386 (Lallemand) et & reconnaitre son utilisation en tant que bonne

pratique d’élevage (« Production Best Practice »).
(source : http://lallemandanimalnutrition.com/en/asia/products/micro-cell-la/)
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Différents modes d’action des probiotiques ont été proposés pour expliquer
I'inhibition des EHEC a différents niveaux du tractus digestif :
(source : McAllister et al., 2011, http://www.nrcresearchpress.com/doi/pdf/10.4141/cjas10047)

-la production de composés antibactériens,

-la  modulation des especes microbiennes commensales digestives,
permettant d’accroitre I'effet de barriere,

-I'exclusion du pathogéne par compétition pour des nutriments ou des sites
d’adhésion,

- la stimulation du systéme immunitaire chez I'animal.
Cependant, jusqu’a maintenant, aucun de ces mécanismes n'a réellement été
démontré in vivo chez les bovins.

Il faut enfin ajouter qu’en plus de permettre le contrdle des EHEC, les probiotiques
ont d’autres apports bénéfiques. lls peuvent permettre un meilleur taux de
conversion alimentaire et donc un meilleur taux de croissance (Gaggia et al., 2010).
C’est pour cela que la souche Lactobacillus acidophilus NP51 est largement utilisée
dans les « feedlots » aux Etats-Unis d’Amérique (Callaway et al., 2008).

3.3.3 Les bactériophages
Les bactériophages sont des parasites obligatoires de bactéries hotes

spécifiques. lls ont un spectre de cibles étroit, ce qui permet de les utiliser dans des
stratégies de contrble précises lorsque l'on travaille dans un milieu contenant
plusieurs populations bactériennes distinctes. lls peuvent étre isolés du méme
environnement que celui de leur bactérie hote. Des bactériophages qui infectent E.
coli O157:H7 ont été isolés dans I'environnement de « feedlots », dans les féces de
bovins, les abreuvoirs ou encore les effluents. Plus d’une soixantaine de phages
spécifiques d’E. coli O157:H7 ont été isolés (Sabouri et al., 2017).

L’efficacité des phages serait optimale lorsque un « cocktail » de phages, i. e.
plusieurs phages différents et dirigés vers la méme cible, serait utilisé (Niu et al.,
2009). Une revue récente recense I'ensemble des études qui ont été réalisées in vivo
et in vitro afin d’évaluer si la phagothérapie pouvait étre une mesure de bio-controle
des E. coli O157:H7 (Sabouri et al., 2017). Il en ressort que les études in vitro ont
permis de diminuer ou d’éliminer le nombre d’E. coli O157:H7. Par contre, les études
in vivo destinées a diminuer, voire éliminer le portage d’E. coli O157:H7, sont moins
prometteuses.

La problématique principale est que les phages sont sensibles a l'acidité et aux
activités protéolytigues des compartiments stomacaux et intestinaux proximaux
(Ryan et al., 2011). Des études ont testé la co-administration de phages et d’'une
solution tampon. Plus récemment, 'encapsulation de phages afin de les protéger des
conditions environnementales hostiles a également été testée.

Cependant, certains traitements a base de phages testés chez les bovins ont réussi
a diminuer le nombre d’E. coli O157:H7, mais ils n‘ont pas permis d’éliminer le
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pathogéne (Sabouri et al.,, 2017). Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées
(Doyle and Erickson, 2012). La bactérie, proie du virus, voit sa population diminuer
sous l'action du phage jusqu'a un palier. A cet effectif réduit les phages ne
trouveraient alors plus assez de proies pour poursuivre leur réplication et leur
population elle-méme finirait par diminuer. Par conséquent, les réductions observées
sont transitoires et les populations dE. coli O157:H7 finissent par retrouver leurs
concentrations initiales. L’efficacité de la phagothérapie pourrait également étre
compromise par '’émergence de sous-populations résistantes.

D0 a son effet transitoire (1 a 3 jours), l'intérét de la phagothérapie pour
diminuer le portage intestinal résiderait dans le traitement des bovins juste avant leur
départ pour I'abattoir. La phagothérapie serait d’autant plus pertinente pour traiter les
super-excréteurs.

La phagothérapie pourrait donc avoir un intérét pour diminuer le nombre d’E. coli
0157:H7 rentrant dans la chaine alimentaire, mais ne permettrait pas de diminuer la
prévalence de ce pathogéne a la ferme ni de diminuer sa dissémination dans
I'environnement.

A noter qu’il existe aux USA une préparation commerciale de phages sous forme de
spray destinée a étre pulvérisée sur le cuir des bovins (Omnilytics and Elanco’s
Finalyse). Les firmes qui commercialisent ces produits ont montré qu’il y avait une
réduction du nombre d’échantillons de viande découpée positifs lorsque le spray était
pulvérisé sur les bovins entrant en stabulation (Brashears and Chaves, 2017).

3.3.4 La vaccination des troupeaux
L’objectif de la vaccination des troupeaux contre les E. coli O157:H7 est de

faire en sorte que le tube digestif des bovins soit un environnement que les E. coli
0157:H7 ne puissent pas coloniser. Ainsi, la durée du portage et la dissémination
sont réduites. Une revue récente fait un bilan des études de la vaccination des
troupeaux contre les E. coli O157:H7 et deux méta-analyses ont fait une étude
critique des diverses études menées (Smith, 2014 ; Snedeker et al., 2012 ; Varela et
al., 2013). Deux types de vaccins ont montré une efficacité dans la lutte contre le
portage d’O157:H7 par les bovins et sont commercialisés : le vaccin ECONICHE™
au Canada et le vaccin Epitopix™ SRP aux USA.

Les cibles du vaccin ECONICHE™ sont les protéines du systéme de sécrétion
de type lll (T3SS : type-lll secretion system). Ces protéines sont impliquées dans la
colonisation des muqueuses recto-anale et intestinale. La vaccination basée sur les
protéines T3SS résulte en la diminution de I'adhérence, et donc de la colonisation de
la muqueuse intestinale par E. coli O157:H7. Suite a la vaccination de bovins, Il a été
observé une baisse de la prévalence, de la durée et aussi de I'ampleur de la
sécrétion d'O157:H7 au sein du troupeau inoculé expérimentalement (Potter et al.
2004). Plusieurs études ont montré I'efficacité de ce vaccin (Berry and Wells, 2010).
En 2013, la BIFSCO (Beef Industry Food Safety Council) a reconnu son utilité dans

le contréle des E. coli O157:H7 au sein des troupeaux.
(source : https://www.bifsco.org/CMDocs/BIFSCO/Best%20Practices/Production%20Best%20Practices.pdf).
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La cible du vaccin Epitopix™ SRP est la protéine SRP (Siderophore Receptor
and Porin). Cette protéine est nécessaire a la bactérie pour qu’elle puisse survivre
dans I'n6te. En effet en cas de faible concentration ambiante en fer, la bactérie
produit un systeme de transport du fer a haute affinité pour ce dernier (les protéines
SRP) afin de combler ses besoins. Le vaccin a pour effet de provoquer la production
d’anticorps se liant a ces protéines SRP sur la surface externe de la bactérie,
empéchant cette derniere de capter le fer. Ce désavantage sélectif a pour effet, dans
un milieu ou la pression en micro-organismes est grande, de limiter
considérablement la multiplication d’E. coli O157:H7 et de réduire sa population. Il a
été montré son efficacité dans la réduction de la prévalence fécale (Fox et al., 2009).

Ces deux vaccins sont basés sur des segments antigéniques précis. lls ont
'avantage d’étre plus surs d’utilisation que les vaccins vivants, et de diminuer
d’éventuelles compétitions antigéniques. Il est possible en outre de différencier les
animaux vaccinés des animaux contaminés. En revanche, ils nécessitent 'emploi de
puissants adjuvants et n’offrent que des durées de protection vaccinale inférieures
aux vaccins vivants (Doyle and Erickson, 2012). Le résultat de la vaccination dans le
contrble du portage d’E. coli O157:H7 est donc modéré.

CONCLUSION

Les bonnes pratiques d’élevage ainsi que les bonnes pratiques d’hygiéne
sont indispensables pour éviter la contamination et la dissémination des bovins par
les EHEC. Des mesures ciblées destinées a limiter le portage des EHEC chez les
bovins ont démontré leur efficacité afin de diminuer la prévalence, la durée et/ou le
niveau d’excrétion des EHEC O157:H7. |l s’agit notamment de I'administration de
probiotiques et de la vaccination des troupeaux. Une synergie des mesures devrait
étre recherchée afin d’avoir I'effet maximal.

L’éradication des EHEC semble toutefois difficilement réalisable au vu de leurs
caractéristiques épidémiologiques et écologiques, ce qui justifie 'importance des
mesures prises au stade de la préparation des carcasses et de la transformation.
Des revues récentes s’intéressent plus spécifiguement a ces maillons de la chaine
alimentaire (Brashears and Chaves, 2017 ; Moxley and Acuff, 2014).

Tout a fait en aval de la chaine épidémiologique, la gestion du produit a risque
par le particulier a son domicile est d’'une importance cruciale dans la lutte contre le
danger EHEC. Il est en effet trés important que les consignes de cuisson soient
respectées, en particulier pour la viande hachée qui doit étre cuite a coeur
(température a coeur de 65°C). Les légumes, fruits, graines germées et herbes
consommeés crus doivent étre lavés et éventuellement épluchés. Les surfaces et
instruments de cuisine au contact de la viande crue doivent étre lavés aprés usage
pour ne pas contaminer de produits directement ingérés. Les produits a base de lait
cru ne doivent pas étre consommes par les enfants de moins de 3 ans.
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Enfin, il est recommandé de se laver les mains avant et aprés la manipulation de ces

produits a risque ainsi qu’aprés tout passage aux toilettes.

A retenir
La cuisson « saignant » d’un steak
haché n'est pas suffisante pour
assurer une protection en cas de
contamination par un pathogeéne.
i Il est fortement conseillé aux
enfants de moins de cinq ans et aux
personnes immunodéprimées de consommer le steak haché
bien cuit & coeurt. Les femmes enceintes et les personnes
immunodéprimées doivent bien cuire tout type de viande.

Figure 8 : Recommandation illustrée de la cuisson du steak haché par le
consommateur final

(Source : ANSES - Fiche Hygiéne domestique - https://www.anses.fr/fr/system/files/MIC2012sa0005Fi.pdf)
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PARTIE Il : ETUDE EXPERIMENTALE : DEVELOPPEMENT D’UN
MODELE POUR COMPRENDRE ET MAITRISER LE PORTAGE
DIGESTIF DES EHEC CHEZ LES BOVINS

L’étude expérimentale a été réalisée dans I'équipe « Pathogénie et
commensalisme des entérobactéries » qui fait partie de I'Institut de Recherche en
Santé Digestive (IRSD, INSERM UMR1220, INRA UMR1416, ENVT, Université de
Toulouse Paul Sabatier). Cette étude a été menée en partenariat avec 'UMR454
MEDIS, INRA Auvergne-Rhéne-Alpes.

L’objectif de I'étude était de développer un modéle expérimental d’infection par

les EHEC O157:H7 afin de caractériser le portage et 'excrétion par de jeunes bovins
pour une meilleure maitrise dans ce réservoir animal. A terme, I'objectif est de mieux
comprendre le portage par le réservoir bovin de ce type de bactéries et de le
caractériser pour augmenter l'efficacité des mesures de lutte qui ont été décrites plus
haut. Cette étude a été financée par Interbev et FranceAgrimer. En amont de ce
travail, I'équipe avait conduit deux programmes d’études, sous financement Interbev
et FranceAgrimer, qui avaient permis d’isoler la souche E. coli O157:H7 MC2 qui a
été inoculée aux bovins hébergés en animalerie confinée (niveau de protection 3, sur
le site de 'ENVT) dans la présente étude.
Dans le cadre de ce travail de thése seront présentés les résultats relatifs (i) au suivi
clinique des bovins, (ii) au suivi de I'excrétion de la souche MC2, (iii) & la colonisation
des segments du tube digestif par MC2. Les objectifs de I'étude ont été également
d’étudier 'adhésion de MC2 aux parois digestives, d’étudier la physiologie de MC2
dans le tractus digestif, I'expression des génes impliqués dans la virulence,
I'interaction du microbiote digestif avec I'hte et enfin la réponse de I'héte.

CHAPITRE 1 : MATERIEL ET METHODE

1.1 Démarche expérimentale générale

Quinze bovins ont été inclus dans cette étude, répartis en 3 groupes de 5
(groupes A, B et T). Les deux groupes A et T sont arrivés ensemble a 'ENVT au
cours de la premiére phase de I'étude (phase 1). Le groupe B est arrivé un mois plus
tard (phase 2).

Les groupes A et B ont été inoculés avec la souche MC2 EHEC O157:H7
résistante a la rifampicine (RifR). Compte tenu de la virulence de cette souche (cf.
paragraphe 1.2), ces deux groupes ont été logés dans I'animalerie A3 de 'ENVT. Le
groupe témoin (T) a lui été hébergé en animalerie conventionnelle et a regu une
solution de NacCl.

Le projet, référencé sous le numéro 2016032517325815-APAFIS#4704, a été
évalué sur le plan éthique par le Comité d’éthique en expérimentation animale
N°115. Il a regu un avis favorable. |l n'a pas di faire l'objet, a l'issue de sa
réalisation, d’'une appréciation rétrospective.
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La démarche expérimentale générale est présentée dans la figure 9.

Groupe A: MC2 Groupe A: MC2
| Phase 1 | Groupe T: NaCl
Arrivée .
ENVT Inoculation 1 Inoculation 2  Abattage
l I l I Prélévements et
I I I I dénombrements
J-7 J-0 J+21 J+25

Suivi clinique et sanguin

Suivi bactériologique
(dénombrement entéro, E. coli, MC2 RifR)

| Phase 2 | Groupe B: MC2

Arrivée .
ENVT [noculation 1 Abattage

l I I Prélévements et
I I I dénombrements

J-7 J-0 J+4

Suivi clinique et sanguin

Suivi bactériologique

(dénombrement entéro, E.
coli, MC2 RifR)

Figure 9 : Démarche expérimentale générale de I'étude

Lors de la phase 1, les groupes A et T étaient présents a 'TENVT en
méme temps dans deux animaleries différentes. Ces deux groupes ont fait I'objet
d’'un suivi pendant trois semaines avant euthanasie. A l'autopsie, des préléevements
de tissus et de contenus digestifs ont alors été réalisés.

Au cours de ces trois semaines, les groupes A et T ont recu un examen clinique
quotidien et des féces ont été prélevées. Le suivi de I'excrétion bactérienne a été
mené dés I'obtention des premiers prélévements de feéces. Une deuxiéme inoculation
a été réalisée pour les bovins du groupe B, et ce 4 jours avant 'euthanasie.

Le groupe B, lors de la phase 2, a regu une unique inoculation 4 jours avant
'euthanasie. Il a fait également I'objet d’examens cliniques et de prélévements de
feces.
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1.2 Caracteristiques de la souche MC2 et procédure d’administration

1.2.1 Caractéristiques de MC2

Une étude préalable menée par TENVT avait mis en évidence une persistance
de souches EHEC O157:H7 dans un élevage bovin (désigné par la lettre M). La
souche MC2 provient de cet élevage. Cette souche possede les génes stxla et stx2c
et présente une activité cytotoxique sur les cellules Véro. Cette activité cytotoxique
est comparable a celle de la souche pathogene EDL933 qui a été utilisée comme
témoin positif dans les analyses de laboratoire.

Cette souche EHEC O157:H7 est sensible a tous les antibiotiques qui ont été testés :
ampicilline, amoxicilline plus acide clavulanique, cefalexine, céfuroxime, céfotaxime,
ceftazidime, cefepime, ertapenem, gentamicine, streptomycine, tétracycline,
chloramphenicol, triméthoprime, sulfonamide, acide nalidixique et ciprofloxacine.
L’Institut national de la recherche agronomique (INRA) a obtenu un mutant
spontanément résistant a la rifampicine (RifR). Ce mutant, appelé MC2 RIifR,
posséde des caractéristiques de cytotoxicité et d’adhésion comparables a la souche
MC2 simple. Sa croissance est également similaire. La résistance de cette souche
MC2 RifR permet de la dénombrer dans des géloses enrichies en rifampicine. C’est
donc ce mutant qui a été utilisé dans cette étude.

Une précaution préalable a ce travail a consisté a s’assurer que les jeunes bovins
auxquels le mutant a été inoculé ne possédaient pas de souches du sérogroupe
0157 elles-mémes résistantes a la rifampicine.

1.2.2 Procédure d’administration de MC2

La souche MC2 RifR a été inoculée aux bovins des groupes A et B. A partir
d’'un isolement sur gélose SMAC + rifampicine a 100 pg/mL, 10 colonies ont été
mises en suspension dans 100 mL de bouillon Luria-Bertani et incubées a 37°C
pendant 12 heures. Une mesure de I'absorbance a été réalisée afin de préparer une
solution de 20 mL contenant 10'° bactéries MC2. Un dénombrement sur gélose
SMAC + rifampicine 100 pg/mL a été réalisé en paralléle afin de vérifier ce titre.

Une sonde cesophagienne en PET de 10 mm x 80 cm (Dahlhausen, Réf 22 30 520)
a été utilisée. Une contention de I'animal a été réalisée et un pas-d’ane a permis de
guider la sonde. Une seringue de 60 mL a été reliée a la sonde. 50 mL de NaCl ont
eté administrés, puis 20 mL de la suspension de MC2 RifR, et a nouveau 50 mL de
NacCl. Les bovins ont ensuite regu leur repas.

Une solution de 20 mL de NaCl a été inoculée aux bovins du groupe T, avec une
procédure identique.
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1.3 Caracteristiques des bovins

Quinze bovins males de race laitiere Prim’Holstein agés de 3 mois environ et
tous sevrés ont été utilisés pour ce travail. lls provenaient de I'élevage du domaine
expérimental de Marcenat (Cantal). Chacun d’entre eux pesait entre 100 et 150 kg et
ils ont été répartis dans les trois groupes A, B et T. Tous possédaient une boucle
auriculaire ou figurait leur numéro d’identification. Les deux derniers chiffres de ce
numeéro ont constitué leur identification pour la phase expérimentale.

1.3.1 Hébergement
Les bovins des groupes A et B ont été hébergés au sein de I'animalerie A3 de
'ENVT. L’éclairage de la salle recréait un cycle jour-nuit d’'une durée de 12h-12h.

Chaque groupe de cing a été séparé en deux box (un de 2 bovins et un de 3). Pour
le groupe A, les bovins 26 et 44 étaient dans le premier box et les bovins 36, 45 et 51
dans le second. Pour le groupe B les bovins 55 et 66 étaient dans le premier box, les
54, 57 et 58 dans le second.

Pour le groupe T I'hébergement a été conduit dans un unique box pouvant accueillir
les 5 animaux au sein d’une animalerie classique en étable.

1.3.2 Alimentation
A leur arrivée les bovins ont été livrés avec I'aliment qu’ils consommaient dans

leur élevage d’origine. Une transition alimentaire a été réalisée pendant une semaine
entre cet aliment et un aliment complet de granulés a 30% de protéines auquel une
ration de paille a été ajoutée.

Les granulés étaient donnés deux fois par jour a raison d’'un kilogramme par animal.
La paille était donnée en méme temps en larges quantités.

Chaque bovin avait acces dans son box a un abreuvoir.

1.4 Protocole expérimental

La premiere phase a débuté le 25/01/16 avec la réception des 10 bovins des
groupes A et T. Aprés un premier examen clinigue et une bréve période
d’acclimatation, les premiers prélevements ont débuté. Le tableau suivant résume le
planning de cette premiére phase expérimentale en renseignant les dates auxquelles
les différents prélevements ont été réalisés, ainsi que les inoculations. La phase 2 a
débuté le 9/03/17 et a suivi le méme modéle, comme renseigné sur le tableau 1.
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Tableau 1 : Planning de la phase expérimentale et type de prélévements réalisés

Phase 1 Phase 1 Phase 2
Groupe A Groupe T Groupe B

J-7 Arrivée Arrivée Arrivée

J-4 F**  Fctle, S, | F*, Fctle, S, |F*, Fctle,S,CR
CR CR

JO: 1" Inoculation Fr* e Fr*

11 o= o B e

J2 F* F*, P

I3 o= o o=

J4 F* F* F*,’S, CD

J5 o= o

J6 F*, S S

37 = ==

J9 F*

Ji1 F*, P x>

J13 F*

J15 F*, P x>

J17 F*

J20 F*, F*, 'S F**, S

J21: 2™ inoculation | F*, F** o

J22 F*, Fr*

J23 F*, Fr*

J24 : Euthanasie F* F*, S,CD |F*, S, CD

Feces (F): F*: dénombrement de MC2 RIifR, F**: dénombrement
d’entérobactéries et E. coli, Fctle: recherche des marqueurs géneétiques
associés aux EHEC, recherche de souches de sérogroupe O157 résistantes
a la rifampicine

Sang (S)

Contenu ruminal (CR)

Contenus digestifs (CD)
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Suivi clinique et sanguin des bovins
Chaque jour les bovins recevaient leur ration et subissaient un examen

cliniue. La température, I'appétit et I'état général étaient évalués. Ces examens
étaient complétés une fois par semaine par un bilan sanguin (S) permettant
d’effectuer une numération de formule ainsi qu’'une mesure de l'urée, de la
créatinine, des ASAT, de la CK et des rGT.
Les préléevements de féces étaient réalisés lors de la prise de température
quotidienne au niveau de 'ampoule rectale.

Euthanasie et autopsie
Au terme de chaque phase, une euthanasie a été réalisée pour chaque bovin

via une injection de T61 dosé a 1 mL pour 10 kg de poids vif en voie intraveineuse
(veine jugulaire).
Chaque bovin a été autopsié immédiatement apres.

Les oreilles et le cuir des bovins des groupes A et B ont fait 'objet de prélévements.

Pour tous les bovins (A, B et T), 'abdomen a été ouvert et les nceuds lymphatiques
iléo-caecaux ainsi que les noeuds lymphatiques mésentériques caudaux ont été
prélevés le plus rapidement possible afin d’éviter toute contamination post-mortem.
Les différents prélevements digestifs ont ensuite été réalisés.

Au cours de l'autopsie chaque bovin a fait 'objet d’'un examen anatomo-pathologique
macroscopique complet.

1.5 Les différents prélevements réalisés
1.5.1 Les prélevements réalisés lors du suivi de ’excrétion de MC2 RifR

Les féces

Chaque jour, lors de la prise de température quotidienne, les feces étaient
prélevées au niveau de 'ampoule rectale puis conservées a 4°C le temps d’effectuer
les analyses bactériologiques.

Le sang et le serum
La prise de sang (S) a été effectuée a la veine jugulaire via des tubes secs

(pour la sérologie et 'lhémogramme), des tubes EDTA (pour les tests virologiques,
notamment la BVD) et des tubes a héparine lithium (pour les analyses biochimiques).
Les tubes secs ont donc permis aprés centrifugation d’obtenir du sérum.

1.5.2 Les prélévements réalisés apres I’euthanasie

Chaque bovin ayant recu la souche MC2 RifR (groupes A et B) a fait 'objet de
16 points de prélevement. Seulement 12 préléevements ont été réalisés sur les bovins
du groupe témoin (T).
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Ces prélévements ont été les suivants :

Prélévements externes du cuir et des oreilles (A, B)
Chaque oreille des bovins a été échantillonnée via une chiffonnette imbibée
de NaCl, y compris les conduits auriculaires.

Pour les cuirs une autre chiffonnette a été utilisée tout le long de la ligne blanche.
Le but de ces deux prélevements n’était pas de dénombrer les MC2 RifR mais de
détecter leur éventuelle présence.

Prélevements des contenus digestifs (A, B, T)
Cing contenus digestifs ont été prélevés apres la mise en place de ligatures.
La localisation anatomique des zones concernées est détaillée dans 'annexe 1.

Ces contenus sont le contenu ruminal (CR), le contenu de l'iléon (CI), le contenu du
caecum (CCae), le contenu du cblon spiralé (CCS) et le contenu du cbélon
descendant (CCD).
Chaque contenu a permis le dénombrement de la bactérie MC2 RifR mais également
des diverses entérobactéries et des E. coli présentes (résultats non présentés dans
cette these).

Prélevements des tissus digestifs et lymphatiques
La localisation de ces biopsies est détaillée en annexe 1.

Six parois digestives ont fait I'objet de biopsies pour les bovins des groupes A, B et
T. Les tissus concernés sont le rumen (R), l'iléon (I), la valve iléo-caecale (V), le
cblon spiralé (CS), le célon descendant (CDD) et la jonction ano-rectale (RAJ).

Ces biopsies ont permis le dénombrement de MC2 RifR mais peuvent également
servir de support a une analyse histologique (résultats non présentés dans cette
these).

Enfin, les amygdales et les nceuds lymphatiques des bovins des groupes A et B ont
fait 'objet de biopsies afin de détecter la présence de MC2 RifR.

1.6 Dénombrement et détection de la souche MC2 RifR

1.6.1 Traitement des échantillons en vue du dénombrement de MC2 RifR

Feces, contenus digestifs : 10 g de féeces ou de contenu digestif ont été
placés dans un sac Stomacher® avec 90 mL de diluant tryptone. Ils ont été malaxées
pendant deux minutes au stomacher. Cette suspension (10™) a été ensuite diluée en
série au 1/10° jusqu’a 10 dans du diluant tryptone.

Parois digestives : les biopsies des parois avaient été placées dans des
tubes Precellys® contenant 1 mL de diluant tryptone au moment de l'autopsie. Le
contenu a été broyé deux fois pendant 20s a 6000 rpm (Precellys®). 500 pL de cette
suspension ont été prélevés pour réaliser une dilution 10 dans du diluant tryptone.

Des dilutions en série au 1/10° ont ensuite été réalisées dans du diluant tryptone.
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Dénombrement de MC2 RifR par NPP
Le dénombrement par NPP de MC2 RIifR a été utilisé pour les prélevements des :

- féces lorsque MC2 RifR < 100 UFC/g,

- contenus et parois digestifs de maniere systématique.

1 mL des dilutions préalablement réalisées dans le diluant tryptone a été ensemencé
en duplicate dans 5 mL de TSB modifié + rifampicine a 100 pg/mL. Les tubes ont été
incubés o.n. a 37°C.

La présence de MC2 RIifR dans les tubes positifs a été confirmée par isolement de
colonies sur gélose SMAC + rifampicine.

Le dénombrement a été réalisé grace a l'utilisation de la table de McGrady. Les
résultats ont été exprimés en NPP/g pour les féces et contenus digestifs, et en
NPP/mm?2 pour les parois.

1.6.2 Traitement des échantillons en vue de la détection de MC2 RifR

Amygdales, nceuds lymphatiques : les biopsies des amygdales et nceuds
lymphatiques avaient été placées dans des tubes Precellys® contenant 1 mL de
milieu TSB modifié + rifampicine a 100 pg/mL au moment de I'autopsie. Le contenu a
été broyé deux fois pendant 20s a 6000 rpm (Precellys®). Les tubes ont ensuite été
incubés a 37°C pendant 18 heures.

Oreilles, cuir : les chiffonnettes des oreilles et du cuir avaient été transférées
dans un sac Stomacher® au moment de l'autopsie. 90 mL de milieu TSB modifié +
rifampicine a 100 pg/mL ont été ajoutés dans le sac. Le sac a ensuite été malaxé
pendant deux minutes au stomacher. Les sacs ont été incubés a 37°C pendant 18
heures.

Détection de MC2 RIfR : oreilles, cuir, amygdales, nceud lymphatiques
Apres enrichissement, les suspensions ont été ensemenceées sur gélose SMAC +
rifampicine a 100 pg/mL et incubées a 37°C. La présence de MC2 RifR a été
confirmée par isolement de colonies sur les géloses.
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CHAPITRE 2 : RESULTATS

Nous allons présenter ici les résultats du suivi clinique des bovins ainsi que les
résultats des analyses hématologiques et biochimiques effectuées. Nous allons
également présenter les dénombrements de MC2 réalisés dans les feces des bovins
(suivi de l'excrétion) et dans les contenus digestifs (colonisation des différents
segments).

2.1 Suivi clinique et sanguin des bovins

2.1.1 Suivi de I’age et du poids des bovins
Sur le tableau 2 sont présentées les moyennes (et écarts types) de I'adge et du

poids des bovins pour chaque groupe a leur arrivée et a la fin de chaque phase au
moment de I'abattage.

Tableau 2 : Age et poids moyens des bovins a l'arrivée et a I'autopsie

Ag:rrri'r:z;/en Age moyen Poids Moyen Poids moyen
Groupe ET autopsie ET arrivée ET abattage ET
(Nombre de (Nombre de Jours) (kg) (kg)
Jours)
T 114.0 4.2 145.0 4.2 155.0 13.7 181.2 13.1
A 92.4 10.0 123.4 10.0 112.0 19.6
B 107.0 9.0 118.0 9.0 134.0 21.1

2.1.2 Suivi clinique quotidien des bovins
Chaque jour tous les bovins faisaient I'objet d’'un examen clinique. Diverses

observations ont pu étre faites a ces occasions :

-tous les groupes (A, B, T) ont eu des épisodes de toux et de feces molles.
Chague épisode a été de courte durée (quelques jours) et ne s’est pas répété,

-dés leur introduction, on a constaté sur quelques bovins des groupes A et T
de la teigne et parfois aussi de la stomatite papuleuse. Les individus concernés
étaient les numéros 18 et 26 (groupe A) et les numéros 15 et 45 (groupe T). Ces
maladies, aux symptbmes légers et sans conséquences cliniques importantes,
étaient déja présentes dans les élevages d'origine et n'ont fait I'objet d’aucun
traitement,

-chaque examen clinigue comprenait une prise de température et a permis de
détecter plusieurs épisodes d’hyperthermie chez des bovins des groupes A et B
(groupe A : 44 et 51 ; groupe B : 54, 55, 66). Ces épisodes sont apparus a J7 pour le
groupe A et a J-5 pour le groupe B. Dans tous les cas I'état général de l'individu n’a
pas été affecté et il n’a pas montré de perte d’appétit. L’hyperthermie a été traitée
avec du METACAM® (meloxicam) a 0,5 mg/kg en intraveineuse ou par voie sous-
cutanée. Chaque épisode d’hyperthermie s’est résolu aprés une période de deux a
quatre jours.
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2.1.3 Suivi hématologique et biochimique
Les objectifs de ces suivis étaient a la fois de compléter 'examen clinique des bovins

et de préciser si l'inoculation de MC2 pouvait étre a l'origine d’'une modification de
ces parametres.

Suivi hématologique
Le tableau de I'annexe 2 donne la moyenne des valeurs des parametres de la
numération formule par groupe des bovins et par jour de prélévement.

Trois bovins du groupe B (bovins 54, 55 et 57) ont présenté a J-4 une augmentation
transitoire des neutrophiles. Les bovins 54 et 55 ont également présenté une
hyperthermie qui a nécessité un traitement (cf. paragraphe sur le suivi clinique des
bovins).

Par ailleurs, a J21 et J27, les bovins du groupe A ont présenté une augmentation du
nombre d’éosinophiles par rapport aux bovins du groupe T.

Mis a part cet événement, l'inoculation de MC2 RifR n’a pas eu d'impact sur les
parameétres de la numération de formule sanguine.

Suivi biochimique
Le tableau en annexe 3 présente les moyennes des valeurs des parameétres
biochimiques par groupe de bovins et par jour de prélévement.

Toutes les valeurs étaient dans les intervalles de référence excepté deux valeurs de
créatine kinase. En effet, une élévation ponctuelle des créatines kinases a été
identifiée pour le bovin 26 (groupe A) a J7 et le bovin 58 (groupe B) a J-4. Pour ces
bovins, un épisode traumatique a été a l'origine de I'élévation de créatine kinase.
Ces valeurs aberrantes ont été retirées pour le calcul de la moyenne.

La comparaison des moyennes des différents paramétres entre les groupes révele
que I'inoculation de MC2 RifR n’a pas eu d'impact sur les parametres biochimiques.

2.1.4 Examen anatomopathologique des bovins au moment de I’autopsie

Aucune anomalie macroscopique n’a été constatée au moment de I'examen
anatomopathologique réalisé au moment de I'autopsie. Une attention particuliére a
été apportée a 'examen du coeur, des poumons et des reins.
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2.2 Dénombrement des suspensions inoculées de MC2 RifR

Pour la 1% inoculation du groupe A, les dénombrements de I'inoculum ont
révélé un titre de 3,3 x 10 UFC. La 2°™ inoculation du groupe A s’est faite en deux
fois. Les dénombrements de I'inoculum ont révélé un titre de 2,6 x 10'° UFC pour les
individus 26 et 44, et de 2,7 x 10'° UFC pour les individus 36, 45 et 51.

Pour l'inoculation du groupe B, les dénombrements de l'inoculum pour les individus
55 et 66 ont révélé un titre de 6,5 x 10° UFC et 3,4 x 10*° UFC pour les individus 54,

57 et 58.

2.3 Suivi de ’excrétion fécale de MC2 RifR

2.3.1 Suivi de I’excrétion fécale de MC2 RifR pour le groupe A
La moyenne des dénombrements de MC2 RifR pour le groupe A est

présentée en figure 10. Les fléeches rouges représentent les instants ou les bovins
de ce groupe ont fait I'objet d’'une inoculation.

Groupe A : Moyenne des dénombrements de MC2 RifR dans les feces

MC2 RifR (Log,, CFU/g ou NPP/g)

01 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Nombre de jours aprés la premiére inoculation t

Figure 10 : Moyennes des dénombrements de MC2 RifR dans les feces des bovins
du groupe A de JO a J23

Les résultats sont exprimés en Logio UFC/g de JO a J9 et de J24 a J27 et en Log1o
NPP/g de J11 a J23.
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Suite a la premiere inoculation, a J1, MC2 RifR a atteint en moyenne une valeur de
3,03 x 10’ UFC/g de féces. Dés J2, le niveau d’excrétion a diminué a 9,76 x 10°
UFC/g de féces. Le niveau moyen d’excrétion de MC2 RIifR est resté au-dessus de
10° UFC/g de féces jusqu’a J7. A partir de J11, les niveaux moyens d’excrétion de
MC2 RifR se sont situés entre 10% et 10* NPP/g. La souche a été détectée chez tous
les bovins jusqu’a J23, date de la deuxiéme inoculation.

Suite a la deuxiéme inoculation, le niveau d’excrétion a atteint en moyenne une
valeur de 5,84 x 10° UFC/g de féces. Les 2°™, 3°™ et 4°™ jours suivant cette
deuxiéme inoculation, les valeurs moyennes d’excrétion ont oscillé entre 10* et 10°
UFC/g de feces. Apres la deuxieme inoculation, les moyennes des dénombrements
sont inférieures d’un log a J2 et J3 par rapport a la premiére inoculation. Les valeurs
sont identiques a J4.

Groupe A : Dénombrements de MC2 RifR dans les feces

MC2 RifR (Log,, CFU/g ou NPP/g)

001 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
t Nombre de jours aprés la premiére inoculation

——26 36 44 45 ——51

Figure 11 : Dénombrements de MC2 RifR dans les feces des bovins 26, 36, 44, 45
et 51 (groupe A) de JO & J23

Les résultats sont exprimés en Logio UFC/g de JO a J9 et de J24 a J27 et en Log10
NPP/g de J11 a J23.

Les écarts types représentés sur la figure 10 indiguent une importante variabilité
entre les individus, notamment a partir de 4 jours aprés inoculation. Les profils
individuels d’excrétion de MC2 RifR sont présentés dans la figure 11.

Dans les 6 premiers jours qui ont suivi I'inoculation, peu de variabilité a été observée
entre les bovins 26, 36, 45 et 51. Par contre, le bovin 44 a montré une baisse rapide
de I'excrétion de MC2 RIifR. A partir de J7, la variabilité d’excrétion entre les bovins
s’est accentuée. Le bovin 26 a présenté des valeurs d’excrétion de MC2 RifR
supérieures a celles des autres bovins.
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2.3.2 Suivi de I’excrétion fécale de MC2 RifR pour le groupe B

La figure 12 permet de comparer les moyennes de dénombrement de MC2 RifR
pendant les 4 jours suivant les différentes inoculations pour les groupes A et B. Les
bovins du groupe B ont fait 'objet d’une seule inoculation, représentée par une fleche
rouge.

Groupes A et B: Moyennes des dénombrements de MC2 RifR dans les
féces apreés inoculation

MC2 RifR (Log,o, CFU/g)

0 1 2 3 4 5

' Nombre de jours aprés inoculation

—8— A-liére Inoc. A-2iéme Inoc. B

Figure 12 : Moyennes des dénombrements de MC2 RifR dans les feces des bovins
du groupe A aprés la 1 (J0 a J4) et la 2°™ inoculation (J23 a J27) et du groupe B
deJO0aJ4

Les résultats sont exprimés en Logio UFC/g de féces.

Les dénombrements moyens de MC2 RifR du groupe B sont équivalents a ceux du
groupe A lors de la premiére inoculation pour la méme période de temps. Ceci
indique que le modeéle développé est reproductible.

Les profils individuels d’excrétion de MC2 RifR sont présentés dans la figure 13. Le
bovin 66 a présenté le niveau d’excrétion le plus faible.
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Groupe B : Dénombrements de MC2 RifR dans les féeces

1

2

Nombre de jours aprés inoculation

—e—54

55

57
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—— 66

Figure 13 : Dénombrements de MC2 RifR dans les feces des bovins 54, 55, 57, 58
et 66 (groupe B) de JO a4 J4

Les résultats sont exprimés en Logio UFC/g de féces.

2.4Dénombrement et détection des MC2 RifR dans les amygdales et
nceuds lymphatiques digestifs

2.4.1 Détection de MC2 RifR dans les amygdales
Le tableau 3 donne les résultats de détection de MC2 RifR au niveau des amygdales
des bovins des groupes A et B.

Tableau 3 : Détection de MC2 RifR dans les amygdales des bovins des groupes A et B

Groupe A

26 36 44 45 51
+ ND + + ND
Groupe B

54 55 57 58 66
ND + + + ND

+ : détection de MC2 RIfR ; ND : pas de détection de MC2 RifR

On constate que 6 bovins sur 10 étaient positifs pour la présence de MC2 RifR dans

les amygdales.

52



2.4.2 Détection de MC2 RifR dans les nceuds lymphatiques digestifs
Les nceuds lymphatiques iléo-caecal et mésentérique caudal ont été

systématiquement testés pour la présence de MC2 RifR. Aucune biopsie ne s’est
révélée positive pour la présence de souche MC2 RifR.

2.5 Dénombrement de MC2 RifR dans les prélévements de contenus et
parois digestifs

2.5.1 Groupe A

Contenus digestifs
La figure 14 présente les moyennes des dénombrements de MC2 RifR dans les

contenus digestifs pour le groupe A, et la figure 15 présente les valeurs pour chaque
bovin de ce groupe.

Groupe A : Moyennes des dénombrements de MC2 RifR dans les contenus
digestifs

MC2 RifR (Log10 NPP/g)
(%3]

CR Cl Ccae CCs CcCcD Feces

Compartiment Digestif

Figure 14 : Moyennes des dénombrements de MC2 RifR dans les contenus digestifs
des bovins du groupe A

CR : contenu ruminal, Cl : contenu de l'iléon, Ccae : contenu caecal, CCS : contenu
du cblon spiral, CCD : contenu du c6lon descendant. Les résultats sont exprimés en
Logio NPP/g de contenus digestifs.

Dans le rumen, MC2 RifR avait la concentration la plus faible avec une valeur
moyenne de 2,44 x10? UFC/g de contenu. Une faible variabilité a été observée entre
les individus pour cette localisation anatomique.

Au niveau des contenus de l'iléon, du caecum, du colon spiral, du cdlon distal et des
féces, les valeurs moyennes étaient de l'ordre de 10° UFC/g de contenus.
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L'importance des écarts types indique cette fois une grande variabilité entre les
bovins.

La figure 15 montre en effet que pour un méme bovin, a I'exception du rumen, les
concentrations en MC2 RIifR étaient homogénes a chaque étage du tractus digestif
mais que le niveau de ces concentrations variait d’'un bovin a l'autre.

Groupe A : Dénombrements de MC2 RifR dans les contenus digestifs

MC2 RifR (Log10 NPP/g)
=Y [%a]
\

CR Cl Ccae CCS CCcD Féces

Compartiment Digestif
——26 36 Lo 45 —e—51

Figure 15 : Dénombrements de MC2 RifR dans les contenus digestifs des bovins 26,
36, 44, 45 et 51 (groupe A)

CR : contenu ruminal, CI : contenu de l'iléon, Ccae : contenu caecal, CCS : contenu
du célon spiral, CCD : contenu du cblon descendant. Les résultats sont exprimés en
Logio NPP/g de contenus digestifs.

Le bovin 44 avait les concentrations de MC2 RIifR les plus faibles aux environs de
102 NPP/g dans l'iléon, le caecum, le cblon spiral et le cblon distal. Le bovin 45
présentait les concentrations les plus élevées de MC2 RifR avec des concentrations
supérieures a 10" NPP/g dans les mémes compartiments digestifs.

Parois digestives
La figure 16 présente pour chaque bovin les résultats des dénombrements de

MC2 RIifR au niveau des parois digestives pour le groupe A. On a ici dénombré les
colonies MC2 RifR qui étaient adhérentes aux parois digestives.
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Groupe A : dénombrements de MC2 RifR au niveau des parois
digestives
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Figure 16 : Dénombrements de MC2 RifR au niveau des parois digestives des
bovins 26, 36, 44, 45 et 51 (Groupe A)

R :rumen, | : iléon, V : valve iléo-caecale, CS : cblon spiralé, CD : cdlon descendant,
RAJ : jonction recto-anale. Les résultats sont exprimés en NPP/mm? de parois
digestives.

Pour la représentation graphique, il a été attribué une valeur de 2 NPP/mm? pour les
échantillons positifs et pour ceux ayant une concentration inférieure & 2 NPP/mm?.
Pour les échantillons négatifs, une valeur de 1 NPP/mm?a été attribuée.

Pour 3 bovins, MC2 RIifR a été détectée au niveau de la paroi du rumen a des
concentrations trés basses.

Les concentrations les plus élevées ont été observées au niveau de la jonction recto-
anale avec des niveaux entre 10° et 10° NPP/mm? de paroi pour les bovins 36, 44,
45 et 51. MC2 RIifR a été détectée dans la jonction recto-anale du bovin 26, mais a
des niveaux non quantifiables.

Pour les autres échantillons de parois (valve iléo-caecale, cblon spiralé et cdlon
descendant), les concentrations en MC2 RifR sont variables d’'un bovin a l'autre. Les
bovins 26 et 45 ont montré des niveaux de 10° & 10* NPP/mm? pour ces parois. Ce
sont également ces bovins qui présentaient les concentrations de MC2 RIfR les plus
élevées dans les contenus digestifs.
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2.5.2 Groupe B

Contenus digestifs
La figure 17 présente les moyennes des dénombrements de MC2 RifR dans les

contenus digestifs pour le groupe B, et la figure 18 présente les valeurs individuelles
pour ce groupe.

Groupe B : Dénombrements de MC2 RifR dans les contenus digestifs

I
| —

MC2 RifR (Log10 NPP/g)
[%a]

CR a CAE Cccs CccD Féces

Compartiment Digestif

Figure 17 : Moyennes des dénombrements de MC2 RifR dans les contenus digestifs
des bovins du groupe B

CR : contenu ruminal, Cl : contenu de l'iléon, Ccae : contenu caecal, CCS : contenu
du cdlon spiral, CCD : contenu du c6lon descendant. Les résultats sont exprimés en
Logio NPP/g de contenus digestifs.
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MC2 RifR (Log10 NPP/g)

Groupe B : Dénombrements de MC2 RifR dans les contenus digestifs

CR cl CAE Cccs CccD Féces

Compartiment Digestif
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Figure 18 : Dénombrements de MC2 RifR dans les contenus digestifs des bovins 54,

CR : contenu ruminal, Cl : contenu de [l'iléon, Ccae : contenu caecal, CCS : contenu

55, 57, 58 et 66 (groupe B)

du cdblon spiral, CCD : contenu du c6lon descendant. Les résultats sont exprimés en
Logio NPP/g de contenus digestifs.

Les résultats du groupe B sont comparables a ceux du groupe A, mais les valeurs
moyennes des dénombrements de MC2 RifR sont inférieures. En effet, a la
différence du groupe A ou les dénombrements des contenus digestifs du bovin 44
atteignaient des valeurs de I'ordre de 10’ NPP/g, dans le groupe B les concentrations
maximales étaient de l'ordre de 10> NPP/g (bovin 58).

Parois digestives
La figure 19 présente par bovin les résultats des dénombrements de MC2

RifR au niveau des parois digestives pour le groupe B. Ont été dénombrées ici aussi
les colonies MC2 RIifR qui étaient adhérentes aux parois digestives.
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Groupe B : dénombrements de MC2 RifR au niveau des parois

digestives
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Figure 19 : Dénombrements de MC2 RifR au niveau des parois digestives des
bovins 54, 55, 57, 58 et 66 (Groupe B)

R :rumen, | :iléon, V : valve iléo-caecale, CS : cblon spiralé, CD : célon descendant,
RAJ : jonction recto-anale. Les résultats sont exprimés en NPP/mm? de parois
digestives.

Pour une représentation graphique, il a été attribué une valeur de 2 NPP/mm? pour
les échantillons positifs et pour ceux ayant une concentration inférieure a 2
NPP/mm?. Pour les échantillons négatifs, une valeur de 1 NPP/mm?a été attribuée.

Les concentrations de MC2 RifR adhérentes aux parois digestives observées pour le
groupe B étaient une fois de plus moins élevées que pour le groupe A.

La jonction recto-anale reste le site le plus colonisé par MC2 RifR a I'exception du
bovin 54 pour lequel la souche n'a pas pu étre détectée a cet endroit. Les
concentrations étaient inférieures de 2 log par rapport aux concentrations observees
pour le groupe A.

Pour les autres parois digestives, MC2 RIifR n’a pas été détectée ou détectée a des
niveaux non quantifiables, a I'exception de la valvule iléo-caecale du bovin 58.

2.6 Détection de MC2 RIfR sur le cuir et dans les oreilles

MC2 RIifR a été détectée au niveau du cuir et des oreilles pour 'ensemble des 10
bovins testés.
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CHAPITRE 3 : DISCUSSION

3.1 Le suivi cliniqgue des bovins

Les évolutions de poids au cours de la période expérimentale furent normales.
En revanche, les épisodes d’hyperthermie observés peuvent étre interprétés de
plusieurs manieres. Dans le cas du numéro 55, nous avons constaté la présence
d’'un abcés au niveau de la glande parotide droite a son arrivée. La présence de ce
foyer infectieux pourrait étre a I'origine de I'hyperthermie observée pour son cas. Les
autres bovins ayant été atteints par de la toux de maniére transitoire, une étiologie
respiratoire pourrait expliquer la variation de température observée.
La question du lien entre inoculation de MC2 RifR et hyperthermie s’est posée mais
le fait que les bovins du groupe B aient présenté des températures élevées dés leur
arrivée (et donc avant toute inoculation) semble écarter toute relation de cause a
effet. Il est en outre courant d’observer chez les jeunes bovins des maladies
respiratoires dont les facteurs étiologiques sont nombreux. Ainsi on peut penser que
les bovins du groupe B ont pu développer ces symptdmes a la suite d’'un stress di a
leur transport jusqu’a 'lENVT.

Par ailleurs, aucune anomalie macroscopique n’a été constatée au moment de
I'examen anatomopathologique réalisé au moment de I'autopsie.

En conclusion, ce suivi clinique ne permet de constater aucune modification

imputable a la colonisation des bovins par les souches EHEC, comme la
bibliographie le confirme (Dean-Nystrom et al., 1997).

3.2 Le suivi de I'excrétion fécale

Les niveaux d’excrétion et profil de persistance décrits ici ont également
été observés dans la littérature suite a une inoculation expérimentale a la dose de
10 UFC d’EHEC 0O157:H7. lis ont été notamment observés dans plusieurs études
suite a l'inoculation de la souche EHEC O157:H7 86-24, qui avait été isolée au cours
d’'une épidémie aux USA (Dean-Nystrom et al., 2008 ; Hamm et al., 2016). Un tel
profil de colonisation a aussi été relevé pour deux souches isolées de bovins (9000
et 10671) (Corbishley et al., 2014). Par contre, I'inoculation d’'une autre souche isolée
de bovin (438/99) a conduit a des niveaux d’excrétion moins élevés, mais a une
durée de persistance équivalente (Martorelli et al., 2015).

Aprés la deuxiéme inoculation, les moyennes des dénombrements sont inférieures
d'un log a J2 et J3 par rapport a la premiére inoculation. Les valeurs sont identiques
a J4. Cette tendance a la diminution du niveau d’excrétion lors d’une deuxiéme
inoculation a également été constatée lors d’'inoculations répétées d’E. coli O157:H7
(Naylor et al., 2007), et de STEC O157:H7 (Hoffman et al., 2006).
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Les écarts types représentés indiquent une importante variabilité entre les individus,
notamment a partir de 4 jours aprés inoculation. Cette variabilité dans I'excrétion de
la souche inoculée a été également rapportée dans la littérature.

On constate que les dénombrements moyens de MC2 RifR du groupe B sont
équivalents a ceux du groupe A lors de la premiere inoculation pour la méme période
de temps. Ceci indiqgue que le modele développé est reproductible. Cette
caractéristique est tres importante pour ce travail qui consiste entre autre, pour
rappel, a établir un cadre propice aux expériences de modification du portage.

3.3 La présence de MC2 RifR dans les amygdales et les nceuds
lymphatiques digestifs

Amygdales
La présence de MC2 RifR a cette localisation anatomique pourrait s’expliquer

par le phénomene de régurgitation du contenu ruminal caractéristiqgue des ruminants.
En effet, comme nous I'avons vu, le contenu ruminal contient lui-méme MC2 RifR. Il
est également possible que 'on retrouve des MC2 RifR a cet endroit en raison de
'application de l'inoculum et plus précisément de la rétractation de la sonde
oesophagienne apres le gavage.

D’autres auteurs ont également rapporté la présence dEHEC O157:H7 dans les
amygdales de bovins colonisés soit de maniere expérimentale soit de maniere
naturelle (Hamm et al., 2016 ; Keen et al., 2010).

Nceuds lymphatiques digestifs
L’absence de MC2 RifR a cet endroit rejoint les observations faites par

d’autres chercheurs : la colonisation des EHEC O157:H7 est cloisonnée a la sphére
digestive et il n'y a pas de translocation par voie lymphatique (Hamm et al., 2016).

3.4 Le dénombrement de MC2 RiR dans les contenus et parois digestifs

La concentration relativement faible observée dans le rumen pour MC2 RifR
(2,44 x 10° UFC/g de contenu) peut s’expliquer par I'environnement biologique
présent dans ce compartiment qui n'est pas favorable aux EHEC. Les EHEC qui
franchissent cette barriere rencontrent des conditions plus favorables dans l'intestin
gréle (Chaucheyras-Durand et al., 2006).

Peu d’études ont quantifié les concentrations en EHEC O157:H7 a tous les étages
du tractus digestif. Dans des conditions naturelles, des EHEC O157:H7 ont été
détectées a tous les etages du tube digestif (Keen et al., 2010). Ces données
indiquaient déja que la colonisation par des EHEC O157:H7 était possible a tous les
étages du tube digestif des bovins.

Nous montrons ici que l'iléon, le caecum, le colon spiral et le colon descendant
peuvent contenir une souche EHEC O157:H7 a des concentrations similaires a ce
qui a été mesuré dans les féces.
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Les concentrations les plus élevées ont été observées au niveau de la jonction recto-
anale. Les résultats confirment que la jonction recto-anale est le site le plus colonisé
par MC2 RifR (Dean-Nystrom et al., 2008 ; Naylor et al., 2003). On constate
également que les autres parois digestives (iléon, valvule iléo-caecale, cdlon)
peuvent étre colonisées par des EHEC O157:H7 a des concentrations élevées. Ce
résultat a d’ailleurs récemment été observé lors de I'inoculation de l'isolat clinique 86-
24 a des jeunes bovins (Hamm et al., 2016)

3.5 Présence de MC2 RIifR sur le cuir et dans les oreilles

Une contamination €levée des cuirs par des E. coli 0157:H7 a également été
observée lorsque les bovins avaient des concentrations en O157:H7 supérieures a
10* UFC/g de féces, et ce dans des conditions naturelles d’élevage (Arthur et al.,
2009). D’autres auteurs ont rapporté une contamination plus faible dans un contexte
expérimental (Kulow et al., 2012).

Cette contamination systématique des cuirs et des oreilles indiqgue que
I'environnement des bovins était fortement contaminé par MC2 RifR. Aprés excrétion
fécale, la souche MC2 RIifR pourrait donc survivre sur une longue période dans
'environnement et étre a l'origine de la contamination des cuirs de bovins, ce qui
rejoint les données fournies par la littérature. En effet, une étude menée dans un
troupeau de beeufs infectés expérimentalement a permis d’isoler dans
'environnement des E. coli O157:H7 jusqu’a 14 semaines aprés l'inoculation (Davis
et al.,, 2005). Cette étude a par ailleurs mis en évidence que les souches E. coli
0157:H7 inoculées avaient pu étre isolées de I'aire de couchage et au niveau de
'eau des abreuvoirs alors qu’elles n’étaient pas isolées de feces de bovins. Les
EHEC peuvent donc survivre dans de nombreuses « niches environnementales » qui
pourront étre a I'origine de la contamination des bovins.
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CONCLUSION

Nous avons inoculé la souche EHEC 0O157:H7 MC2 RifR a deux groupes de
bovins sevrés agés de 3 mois (A et B). Cette souche avait été isolée dans un
élevage de bovin ou une persistance du portage d’EHEC O157:H7 avait été mise en
évidence.

Les bovins du groupe A ont fait I'objet de deux inoculations, alors que les bovins du
groupe B n’ont fait I'objet que d’une seule inoculation. La dose inoculée était de 10*°
UFC. Les profils d’excrétion post-inoculation étaient similaires, indiquant la
reproductibilité du modele. Le groupe A a été suivi 23 jours post inoculation. Pendant
les 7 premiers jours, I'excrétion fécale de MC2 RIifR était relativement élevée, les
bovins pouvant étre qualifiés de super-excréteurs au cours de cette période ; puis
I'excrétion fécale a progressivement diminué. A J23, la souche était encore détectée
chez tous les bovins. Une grande variabilité entre bovins a été rapportée.

Les bovins du groupe A ont été euthanasiés 4 jours apres la deuxiéme inoculation et
ceux du groupes B 4 jours apres I'unique inoculation. Tous les nceuds lymphatiques
digestifs étaient négatifs pour MC2 RIfR, indiquant un cloisonnement de MC2 RIifR au
niveau de la sphere digestive. Six bovins sur 10 présentaient une positivité pour MC2
RifR au niveau des amygdales. A I'exception du contenu ruminal, des concentrations
élevées de MC2 RIifR ont été détectées dans les contenus de l'iléon, du caecum, du
c6lon spiral et du cblon descendant. Une grande variabilité entre bovins a également
été rapportée.

En ce qui concerne les parois digestives, la jonction recto-anale est le site de
colonisation de prédilection de MC2 RifR, mais d’autres segments du tube digestif
pouvaient également étre colonisés a des niveaux élevés par MC2 RifR, notamment
I'iléon, la valvule iléo-caecal et le colon.

Au moment de l'autopsie, MC2 RifR a été détectée de maniére systématique au
niveau du cuir et des oreilles des bovins inoculés. Ceci pourrait étre expliqué par une
bonne survie de la souche dans I'environnement apres excrétion fécale.

En conclusion, cette étude représente le premier modéle d’inoculation
expérimentale de bovin par une souche EHEC décrit en France a ce jour. Ce modeéle
pourra étre mis a profit dans le futur pour tester in vivo I'effet de nouveaux additifs
alimentaires (probiotiques, souches compétitrices...) en vue de réduire I'excrétion
fécale ’EHEC par les jeunes bovins. Il constitue ainsi une étape primordiale pour le
développement de nouvelles stratégies pré-abattage de réduction du risque de
contamination des produits carnés par les EHEC.
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ANNEXES
Annexe 1

Localisation anatomique des prélevements digestifs

Source illustration : "Angéiologie et Splanchnologie des mammiferes domestiques", Cl.
Pavaux, ENVT

Source Hustrations : "Anpéioiogie et Splanchnologle
. Ges mammiféres domestques®, Cl. Pavaux, ENVT
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Annexe 2

Valeurs moyennes des parametres de la numération formule
sanguine des bovins des groupes A,Bet T

Leucocytes Groupe A Groupe B Groupe T

10%/uL Moy. ET Moy. ET Moy ET

J-4 9.3 1.5 16.0 4.2 9.6 1.4
J4 10.6 15

J7 9.6 1.8 8.7 0.9

J14 9.1 1.8 8.5 0.6
J21 9.9 2.1 8.4 1.0
127 9.3 2.2

Neutrophiles Groupe A Groupe B Groupe T

10%/uL Moy. ET Moy. ET Moy ET

J-4 2.1 1.0 7.1 4.5 2.2 0.4
14 33 1.6

17 2.5 0.6 1.9 0.2

J14 2.0 0.8 2.1 0.5

J21 2.3 1.0 1.8 0.2

127 2.3 0.9

Lymphocytes Groupe A Groupe B Groupe T

10°/uL Moy. ET Moy. ET Moy ET

J-4 5.3 13 7.2 15 6.2 1.2

J4 5.7 1.4

17 6.1 1.0 6.0 0.8
J14 5.9 1.0 5.5 0.6
J21 6.3 1.0 5.8 1.0
J27 5.8 1.2

Monocytes Groupe A Groupe B Groupe T

10%/uL Moy. ET Moy. ET Moy ET

J-4 1.0 0.2 1.4 0.3 1.0 0.3
J4 13 0.6

J7 0.8 0.2 0.7 0.2
J14 1.0 0.4 0.7 0.1
J21 0.8 0.2 0.6 0.1
)27 0.8 0.2

Eosinophiles Groupe A Groupe B Groupe T

10%/uL Moy. ET Moy. ET Moy ET

J-4 0.07 0.05 0.10 0.06 0.07 0.02
14 0.10 0.10

J7 0.10 0.05 0.07 0.02
J14 0.14 0.14 0.09 0.03
J21 0.32 0.21 0.12 0.04
127 0.19 0.10

Basophiles Groupe A Groupe B Groupe T

10°/uL Moy. ET Moy. ET Moy ET

J-4 0.21 0.08 0.18 0.01 0.16 0.08
J4 0.23 0.06

17 0.16 0.09 0.10 0.05
J14 0.14 0.06 0.08 0.03
J21 0.16 0.05 0.10 0.04

127 0.15 0.05




Moyennes des valeurs des parameétres biochimiques pour les

Annexe 3

bovins des groupes A,BetT

Urée Groupe A Groupe B Groupe T

mmol/L Moy. ET Moy. ET Moy ET
J-4 3.6 0.8 4.0 1.1 2.5 0.7
J4 3.6 0.7

17 3.9 0.8 3.4 0.5
J14 3.7 0.7 3.0 0.7
J21 4.1 0.9

127 3.0 0.9 2.4 0.4
Créatinine Groupe A Groupe B Groupe T

umol/L Moy. ET Moy. ET Moy ET
J-4 104.7 9.3 87.7 14.3 105.3 8.4
J4a 86.8 7.8

17 96.0 14.8 109.6 8.8
J14 84.2 8.1 95.7 10.3
121 83.4 6.1

127 81.8 6.4 95.3 5.6
AST Groupe A Groupe B Groupe T

u/L Moy. ET Moy. ET Moy ET
J-4 83.2 8.1 91.0 12.0 90.0 12.3
J4 91.8 9.3

17 82.6 10.2 80.2 10.1
J14 95.4 29.8 76.4 11.4
121 80.4 8.8

127 95.2 14.7 86.4 9.4
Créatine kinase Groupe A Groupe B Groupe T

u/L Moy. ET Moy. ET Moy ET
J-4 119.4 26.7 144.3* 9.2 103.2 8.8
Ja 148.0 42.9

17 100* 12.5 126.8 34.7
J14 129.2 51.9 112.2 17.3
121 127.0 50.7

127 145.8 47.1 138.6 4.2
* Retrait donnée aberrante

YGT Groupe A Groupe B Groupe T

u/L Moy. ET Moy. ET Moy ET
J-4 18.6 4.561 25.2 6.0 20.0 3.2
J4a 24.8 5.0

17 18.4 2.9 19.6 2.7
J14 17.0 0.7 18.6 1.8
121 17.8 13

127 18.2 1.3 20.2 2.4
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the first 7 days, fecal excretion of MC2 was relatively high, then it gradually declined. MC2 strain was
still detected in all cattle 23 days post inoculation. At necropsy, high concentrations of MC2 were
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KEYWORDS: Escherichia coli, EHEC, O157:H7, shedding, cattle




