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INTRODUCTION

En moyenne, un frangais consomme 2,9 kilogrammes d’aliments et boissons chaque jour
(Bienvenu 2018). La fabrication et la transformation d’aliment sont soumises & un grand
nombre de régles de fagon a permettre la sécurité des aliments. Malgré I’ensemble de ces
mesures, des accidents peuvent survenir et ainsi induire des contaminations par des micro-
organismes, comme par exemple lors de probléemes d’éviscération a 1’abattoir. En France, en
2018, 1630 toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ont été répertoriées. En Europe, le
4°™ agent responsable de TIAC est la bactérie Escherichia coli entéro-hémorragique (Segura
2018). Cette bactérie, considérée comme un pathogéne émergent depuis les années 1980, a
souvent fait, tristement, la « une » des journaux. C’est en 2011 que cette bactérie a été la plus
médiatisée. En effet, une épidémie touchant prés de 4500 personnes, a travers 1’Europe, a été
causée par ’EHEC 0104 :H4. L’aliment d’abord incriminé, a tort, était le concombre espagnol,
mais finalement, ce sont des graines de fenugrec germées qui étaient contaminées (Gouali,
Weill 2013). D’autres aliments ont entrainé des épidémies comme les camemberts au lait cru
ou encore des steaks hachés. D’ailleurs, il arrive parfois que des lots soient retirés du marché

pour risque de contaminations par les EHEC.

Les contaminations aux EHEC sont majoritairement dues aux ruminants qui présentent cette
bactérie dans leur microbiote gastro-intestinal. Le microbiote est une notion qui a beaucoup
émergé ces derniéres années. Il représente I’ensemble des micro-organismes comme les
bactéries, les virus, les parasites ou encore les champignons, qui vivent dans un environnement
commun précis. Le plus connu est le microbiote intestinal. Anciennement appelé flore
intestinale, ce microbiote chez I’'Homme est composé de prés de 160 especes bactériennes et
joue des roles dans la digestion et I’'immunité. Son étude permettrait de mieux comprendre
certaines maladies qui touchent les étres humains comme 1’obésité ou le diabéte (Burcelin et al.

2016).

Dans le cas des EHEC chez les ruminants, 1’étude du portage et de ’excrétion de ces bactéries
par leurs hotes permettrait de contréler les niveaux d’excrétion et ainsi, de réduire le risque de
contaminations (Karmali, Gannon, Sargeant 2010). Or, le microbiote gastro-intestinal de ces
animaux influence 1’excrétion des EHEC en plus de jouer différents réles dans la santé
(Chaucheyras-Durand, Durand 2010). De plus, le microbiote gastro-intestinal varie au-cours de
la vie d’un ruminant et notamment au moment du sevrage qui correspond au passage de

I’alimentation infantile (lait) & I’alimentation adulte (végétaux).



Ainsi, ’objectif de ce manuscrit est de synthétiser les données de la littérature concernant
I’impact du sevrage chez les ruminants sur le portage des Escherichia coli Entéro-
hémorragiques. Pour cela, une premiéere partie permettra de présenter le danger en question :
les Escherichia coli Entéro-hémorragiques. Une deuxieme partie, exposera les modifications
du tube digestif au cours du sevrage et I’impact sur les EHEC. Enfin, la troisiéme et derniére
partie se focalisera sur les moyens de prévention contre le maintien et I’excrétion des EHEC

par les veaux.
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|. Généralités sur les Escherichia coli Entéro-hémorragiques
(EHEC)

[.1)  Un agent pathogene pour ’Homme

I.1.a) Présentation

I.1.a.i) Classification

Décrite pour la premiére fois en 1885 (Gouali, Weill 2013), Escherichia coli est aujourd’hui
bien connue. Cette bactérie appartient a la famille des Enterobacteriaceae et au genre
Escherichia. 11 s’agit d’un bacille Gram négatif, aéro-anaérobie facultatif, qui est normalement
présent dans le tube digestif de nombreux animaux a sang chaud, comme les ruminants ou

encore I’Homme.

Det WD Exp
SE 84 3

Figure 1 : Image d’Escherichia coli O157:H7 en microscopie électronique (tirée de (Details - Public Health
Image Library(PHIL)))

Dés 1941, les souches E. coli ont été classées en sérovars (Cordonnier 2015) que 1’on appelle
aussi sérotypes. Cette classification permet de différencier les bactéries selon leurs antigénes.
Ce sérotypage repose sur la détection des antigenes lipopolysaccharidiques de paroi appelés
« O », des antigénes protéiques de flagelle nommés « H » et parfois des antigenes de capsule
« K ». Parmi toutes les souches d’Escherichia coli certains sérovars sont pathogénes pour
I’Homme comme le célébre O157:H7, visible en microscopie électronique sur la figure 1. Ces
sérovars pathogenes sont également classés selon les signes cliniques qu’ils entrainent chez
I’Homme. On parle alors de pathovars. Parmi les souches intestinales pathogénes, on trouve les

Escherichia coli Entéro-Hémorragiques ou EnteroHemorrhagic E. coli en anglais (EHEC).
11



Les EHEC ont été décrits pour la premigre fois en 1982 aux Etats-Unis suite a des épidémies
dues a des EHEC O157:H7 présents dans des steaks hachés insuffisamment cuits de hamburgers
(Gouali, Weill 2013).

I.1.a.ii) Facteurs de virulence

Les EHEC se caractérisent par deux facteurs de virulence. D’une part, par la production de

Shiga-toxines (Stx) et, d’autre part par la capacité d’adhésion aux entérocytes.

Les Stx, aussi connues sous le nom de verotoxines, ont été décrites pour la premiere fois en
1977. Ce sont des toxines formées d’une sous unité A (Activity) qui est reliée a 5 sous-unités
B (Binding). On en distingue deux types (1 et 2) et plusieurs sous-types (respectivement (a, c,
d)et(a, b, c,d, e, f, g)) (Kruger, Lucchesi 2015), chacune étant codée par un géne en particulier
stx 1 et stx 2. Ces genes sont portés par des bactériophages tempérés du groupe des lambdoides
qui peuvent contaminer et intégrer leurs génomes au sein de celui des Escherichia coli
producteurs de Shiga-toxines (STEC). Un STEC peut posséder plusieurs phages différents et
donc plusieurs genes. Tous les STEC ne sont pas pathogénes pour I’Homme mais un sous-

groupe est responsable de signes cliniques graves il s’agit des EHEC.

De plus, les EHEC typiques ont la capacité de se fixer aux entérocytes par le biais d’intimines
qui sont a I’origine de lésions d’Attachement-Effacement (A/E). Ces lésions se caractérisent
par I’effacement des villosités intestinales et résultent de la formation d’un piédestal entre la
bactérie et I’entérocyte. Les génes codant pour les molécules nécessaires a cette formation sont
portés par le Locus d’Effacement des Entérocytes (LEE). Parmi ces molécules, on trouve par
exemple I’intimine codée par le geéne eae, ou encore le systéme de sécrétion de type Il
L’organisation génétique du LEE est représentée sur la figure 2, elle montre comment

s’arrangent les genes qui codent pour les différents ¢léments.

<>orfde fonction inconnue ‘régulateur .protéine structurale / machinerie de type 111

protéine effectrice sécrétée chaperon .protéine translocatrice sécrétée intimine

C ? R VRN N A 2
2l TETY OERRLRIY GO O¥WEE L%y YREAENIY
g & 9 888 8 mupd X8 ¥ € 0§ OSSR 3 ¥ % B ¥ Lgese g

LEE1 LEE2 LEE3 LEES LEF4

Figure 2 : Schéma de 1’organisation du Locus d’Effacement des Entérocytes (tirée de (Saltet de sablet 2007))
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Comme précisé ci-dessus, ce sont les EHEC typiques qui possédent la capacité de se lier a
1’épithélium intestinal par le biais d’intimine et il en résulte des 1ésions d’ A/E (Cornick, Booher,
Moon 2002). Mais parmi les EHEC, on trouve certains sérovars, comme 0104 :H4, qui ne
possedent pas de LEE et donc qui se fixent par le biais de d’autres moyens. Ces STEC sont les

souches d’EHEC dites atypiques.

Les principaux sérovars, en France, lors d’infections humaines selon 1’agence nationale de
sécurité sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES) sont : 0157:H7,
026:H11, 0103:H2, 0145:H28 et 0111:H8. Ces sérovars sont respectivement responsables en
2015 de 17 %, 14 %, 2 %, 3 % et 4 % des syndromes hémolytiques et urémiques (SHU)

survenus cette année-la chez des enfants de moins de 15 ans (Jones et al. 2018).

La figure 3 montre ou se situent les EHEC au sein de 1’organisation simplifiée des deux

pathovars : entéro-hémorragique et Escherichia coli attachant-effacant (AEEC).

STEC

Géne stx

AEEC

EHEC

| EHEC typigues dontles 3 |
sérofypes majeurs

___________________

Figure 3 : Classification simplifiée des EHEC (adaptée de (Brugere et al. 2013))

I.1.a.iii) Signes cliniques

En raison de leurs facteurs de virulence, les EHEC peuvent étre considérés comme une menace
de santé humaine (Fitzgerald et al. 2019). Ils sont responsables d’infection avec des signes
cliniques graves comme le syndrome hémolytique et urémique dont la létalité varie de 3a 5 %
(Jones et al. 2018).

Apres ingestion des bactéries, la période d’incubation varie de 3 a 8 jours avec une moyenne
de 3 a4 jours. L’infection se traduit alors dans la majorité des cas par des crampes abdominales,

de la diarrhée, des vomissements. Dans 90 % des cas survient, par la suite, une colite
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hémorragique qui se résout spontanément chez la plupart des personnes infectées. A partir de
ce stade certains malades, environ 10 %, développent un SHU ou encore un Purpura
Thrombotique et Thrombocytopénique (PTT) (Cordonnier 2015). Il a été montré que les SHU
sont plus fortement liés a la toxine Stx2a depuis une épidémie en 2011 avec plus de 800 cas
(Melton-Celsa 2014), tous comme les symptomes les plus graves (Fitzgerald et al. 2019). Le
SHU représente la principale cause d’insuffisance rénale aigiie chez 1’enfant (Brugere et al.
2013). Il touche principalement les enfants de moins de 3 ans (Garnier 2015). En France, la
surveillance des infections par les EHEC n’est pas a déclaration obligatoire. En revanche, elle
repose sur la surveillance et la déclaration obligatoire des SHU touchant les enfants de moins
de 15 ans (Briand 2008). Celle-ci est réalisée depuis 1996 par 1’intermédiaire d’un réseau de
services de néphrologie pédiatrique (Jones et al. 2018).

Le SHU atteint plusieurs organes mais préférentiellement les reins. Il se traduit par une triade
specifique : anémie hémolytique, thrombopénie et insuffisance rénale. Ces conséquences sont
dues a l’action des Stx. En effet, apres leur adhésion sur leur récepteur des cellules
endothéliales, les plaquettes de I’organisme sont activées et vont s’agréger. C’est ce phénomene
qui est responsable de la thrombopénie. Ces agrégations vont entrainer une réduction du
diamétre vasculaire. Ceci va étre responsable de la destruction des hématies et donc de I’anémie
hémolytique. L’ensemble provoque une insuffisance rénale chez le patient qui nécessitera

différents soins comme la dialyse (Kamdije et al. 2010).

L’utilisation d’antibiotique dans le traitement des infections par les EHEC est controversée. En
effet, I’antibiotique ne protége pas contre 1’action néfaste de la toxine et au contraire la lyse
bactérienne dont il est responsable favoriserait le relargage de la Stx chez I’individu infecté.
Cependant, une antibiothérapie bactériostatique qui inhibe la synthése protéique de la bactérie
sans provoquer sa lyse comme 1’azitromycine (macrolide) serait intéressante (Garnier 2015).
Enfin, certaines souches seraient de plus en plus résistantes a certains antibiotiques (Kohansal,
Ghanbari Asad 2018).

I.1.b)  Physiopathologie

Afin de coloniser leurs hotes, les EHEC ont développé des facteurs de virulence et des
adaptations. Ils sont responsables d’infections a partir d’une dose infectante faible. Méme si 20
a 80 % des E.coli meurent avant d’avoir rejoint ’intestin (Woodward, Krekhno, Finlay 2019),
il a été estimé que moins de 100 bactéries sont suffisantes pour provoquer les signes cliniques.

Une fois ingérés, les EHEC sont capables de survivre au pH gastrique, qui est acide, grace a
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des systemes de résistance (Branchu 2012). Arrivés dans D’intestin, les EHEC forment les
lésions A/E avec les entérocytes grace a la sécrétion de ’intimine et de son récepteur. Cet
attachement peut étre plus ou moins fort en fonction de I’intensité du péristaltisme mis en place
par I’hote. En effet, les EHEC sont capables de ressentir la force de ce péristaltisme et donc de
réguler positivement le LEE pour permettre un attachement aux entérocytes plus fort
(Woodward, Krekhno, Finlay 2019).

Une fois la colonisation de I’intestin réalisée, les EHEC mettent en jeu leur deuxiéme facteur
de virulence : la production de Shiga-toxines. Elles sont sécrétées par les EHEC puis relarguées
dans la lumiére du tube digestif lors de la lyse bactérienne. Les Stx vont rejoindre les cellules
endothéliales qui présentent leur récepteur : le Gb3. On le trouve notamment au niveau des
vaisseaux du colon, du rein ou encore de I’encéphale. Pour ce faire, les Stx doivent rejoindre le
compartiment sanguin. Le moyen par lequel les Stx rejoignent la circulation sanguine n’est pas
encore bien défini mais plusieurs hypothéses existent (Saltet de sablet 2007). Par exemple, elles
pourraient rejoindre le sang en utilisant des breches de I’épithélium intestinal dues a la
dégradation et la déstabilisation de ce dernier. 1l est également envisage que les Stx pourraient
passer par voie paracellulaire avec une fragilisation des jonctions serrées ou enfin par
translocation par les entérocytes. Le mode de franchissement de la barriére intestinale pourrait
étre différent selon le type de toxine (Stx 1 ou Stx 2) (Mariani-Kurkdjian, Bingen 2012).

Les Stx auraient la capacité d’induire la production de cytokines comme le TNF-a, qui
entrainent une réaction inflammatoire permettant d’augmenter la présence du récepteur Gb3 a
la surface des endothéliums (Loukiadis 2007). Ce sont les sous-unités B qui permettent la
liaison au récepteur cellulaire Gb3. Aprés passage membranaire par endocytose la toxine subit
un transport rétrograde (Bonanno 2015), puis la sous unité A compromet le fonctionnement du
ribosome eucaryotique et stoppe la synthése protéique dans les cellules cibles (Melton-Celsa
2014). Ceci entraine 1’apoptose des cellules touchées. Ainsi, les cellules qui ne possédent pas
le récepteurs Gb3 ne seront pas du tout sensibles a I’action des Stx et c’est le cas chez les

ruminants.

L’ensemble des évenements lors de I’infection par des EHEC est représenté sur la figure 4.
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Figure 4 : Schéma bilan de la physiopathologie des EHEC (adapté de (Melton-Celsa 2014; Mariani-Kurkdjian,
Bingen 2012)). 1) Formation de 1ésions d’ Attachement-Effacement avec les entérocytes ; 2) Production de

Shiga-toxines puis, passage dans le sang et fixation au récepteur Gb3 des cellules endothéliales.

[.2)  Epidémiologie

I.2.a) Réservoirs

Les EHEC ont pu étre isolés dans le tube digestif de nombreux animaux comme les bovins, les
petits ruminants, les porcs, les chevaux, les oies et au sein de la faune sauvage (cerf).
Néanmoins, ce sont les ruminants qui sont considérés comme le principal réservoir des EHEC
et majoritairement les bovins (Loukiadis 2007). La prévalence varie selon les échantillons et
selon la cible recherchée (souche spécifique ou géne stx). De ce fait, entre 20 % et 80 % des
bovins seraient porteurs de STEC alors que 1’on estime a moins de 3 % le portage de la souche
0157:H7 (Vernozy-Rozand, Roze 2003). La prévalence des EHEC au sein des troupeaux de
I’union européenne a été estimée entre 6,1 % et 16,2 % (Duffy, McCabe 2014) mais elle pourrait

probablement étre sous-estimée (Ferens, Hovde 2011).

Les EHEC, comme O157:H7 peuvent parfois étre associés a de la diarrhée chez le veau
nouveau-née (Maes 2010) cependant, les bovins sont dits porteurs sains pour les EHEC. En effet,

ils ne possédent pas le récepteurs Gb3 et ne sont donc pas sensibles aux Stx.

Les EHEC sont présents tout au long du tube digestif des bovins méme si cela reste variable
entre les animaux (Keen et al. 2010). L’isolement de la souche O157:H7 a été réalisé dans les
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différents compartiments du systéme digestif : cavité buccale, rumen, réseau, feuillet, caillette
mais aussi les intestins. La portion du tube digestif privilégiée par les EHEC resterait le colon.
En effet, les EHEC sont sensibles au gradient de biotine (vitamine B8) et la faible quantité de
cet élément dans le colon est un signal d’activation du LEE. Ainsi, une supplémentation en
biotine a montré chez la souris une réduction significative de 1’adhésion des EHEC (Woodward,
Krekhno, Finlay 2019). Une localisation plus précise au niveau de la jonction recto-anale a été
mise en évidence. D’aprés une étude, les EHEC pourraient se localiser en quantité plus
importante au niveau de la jonction recto-anale et de la partie terminale du rectum (Naylor et
al. 2003; Zaheer et al. 2017). Cette localisation impacterait 1’excrétion de la bactérie par

I’animal ainsi que son taux de persistance chez le bovin.

Suite a I’infection, I’excrétion des EHEC par les bovins est intermittente et estimée en moyenne
a un mois. La période d’excrétion la plus longue mise en évidence était de 98 jours. L’absence

d’excrétion était, elle, comprise entre 28 et 112 jours (Duffy, Burgess, Bolton 2014).

1.2.b)  Transmission

En France, chaque année on recense une centaine de SHU sur des enfants de moins de 15 ans
(Vernozy-Rozand, Roze 2003). Depuis 2006, différentes épidémies aux EHEC ont été

recensées et ont montré des voies de transmission différentes. Ainsi, on en distingue 4 grandes :

- Latransmission alimentaire
- La transmission interhumaine
- La transmission via de 1’eau contaminée

- Latransmission par contact animal

Aux Etats-Unis, il a été estimé chacune des voies a respectivement : 66 %, 20 %, 12 % et 2 %
(Vernozy-Rozand, Roze 2003).

Les bovins excrétent les EHEC dans leurs féces et ainsi contaminent leur milieu. Les animaux
peuvent donc se réinfecter souvent via leur environnement et leurs contacts (contamination oro-
fécale). En effet, il a été montré que les STEC peuvent survivre jusqu’a 59 jours dans les feces
(Duffy, Burgess, Bolton 2014), voire un an si les conditions le permettent (Raynaud et al. 2005).
Les EHEC sont aussi capables de perdurer plus de 90 jours dans le fumier et jusqu’a 231 jours
dans le sol (Duffy, Burgess, Bolton 2014). Les animaux peuvent alors étre souillés et les
aliments aussi si les mesures et bonnes pratiques d’hygiéne ne sont pas appliquées ou si un
accident survient. Par exemple, lors de la traite si la mamelle est trop sale, il peut arriver que le
lait soit contaminé par des feces ou souillures. Les produits laitiers non pasteurisés sont une des
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principales catégories d’aliments a risque. D’ailleurs, une épidémie en 2005 a incriminé des

camemberts au lait cru.

I1 en est de méme pour le cuir. C’est pourquoi une classification des bovins amenés a 1’abattoir
est réalisee. Elle permet de séparer les bovins selon leurs degrés de saletés présentes sur le cuir
de fagon a limiter et éviter la contamination des carcasses comme le montre la figure 5. En
France, on distingue 4 catégories de propreté sachant que les animaux de catégorie D (tres sale)

ne doivent pas étre abattus car ils représentent un grand risque de contamination.

CLASSES DE PROPRETE FLANC ARRIERE

Absence de salissures sur
I'animal ou salissures a I'état
de traces.

Zones de salissures s’'étendant
sur la moitié inférieure de la cuisse
et sur le bas du ventre et du sternum.

Zones de salissures s’étendant
du haut de la cuisse (irochanter)
jusqu’a I'avant du sternum.

D : TRES SALE

Zones de salissures s'étendant de la fesse
(hanche) jusqu’a la pointe de I'épaule. Les
salissures remontent sur le c6té jusqu’en
haut du flanc et forment une croute épaisse.

Figure 5 : Document d’Interbev récapitulant les classes de propreté des gros bovins pour 1’abattage (tiré de
(Bastien, Cartier, Lucbert 2006) ).

Cette classification est pertinente mais deux catégories seraient suffisantes. En effet, une étude
montre que la présence de E.coli O157 sur les cuirs et les carcasses n’est pas significativement
différente entre les animaux propres et ceux qui sont peu sales ; alors que cette méme différence
est significative entre les animaux propres et les animaux dits sales (Blagojevic et al. 2012).
Toutes ces mesures sont nécessaires car les produits carnés sont les plus a risque et notamment
la viande hachée. Elle a souvent été mise en cause lors d’épidémies, car insuffisamment cuite,

comme en 2008 aux Etats-Unis ot 99 cas d’infection humaine ont été recensés.
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D’autre part, les effluents ou boues peuvent contaminer I’eau. Si celle-ci n’est pas traitée, des
infections sont probables et la contamination des végétaux irrigués par cette eau devient alors

possible.

La transmission interhumaine reste limitée a des cas particuliers comme dans les creches, le
milieu familial suite a la contamination d’un proche. Enfin, la contamination directe par

I’animal se produit généralement sur des fermes pédagogiques comme en Angleterre en 2009

(Brugeére et al. 2013).

La figure 6 récapitule les éléments importants de la transmission des EHEC de la fourche & la

fourchette.

Transmission
interhumaine ~
20% =~ 12° . RSN y

Transmission |/
par contact
animal ~ 2% |

ransmission
alimentaire ~
66%

Contaminations :
abattage, traite Bovin
Réservoir

Figure 6 : Schéma des modes de transmission des Escherichia coli entéro-hémorragiques (EHEC) (adaptée de
((Brugere et al. 2013)).

»

[.3)  ROle des ruminants : principaux reservoirs

1.3.a) Phénomene de super-excréteurs

Comme décrit précédemment, I’excrétion des EHEC est transitoire et varie selon les animaux.
Certains bovins seraient davantage impliqués dans ’excrétion de la bactérie. Par exemple, une
étude a montré que 9 % des bovins seraient responsables de plus de 90 % des excrétions
d’EHEC (Duffy, McCabe 2014, Fitzgerald et al. 2019). On parle de super-excréteurs.

Le terme de super-excréteur a été introduit par Matthews et al en 2006 puis la définition a été

complétée par Chase topping et al en 2008. Ainsi, un super-excréteur correspond a un animal
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qui excréte plus de 10* UFC d’E.coli O157:H7 par gramme de féces (Zaheer et al. 2017).
D’autres auteurs précisent que 1’excrétion doit étre comprise entre 10° et 10* UFC par gramme
de feces sur une période prolongée (Spencer et al. 2015). Des études de prévalence ont mis en
évidence que pres de 20 % des bovins d’un troupeau déja identifié comme excréteur de E.coli

0157:H7 seraient des super-excréteurs.

D’autre part, le statut de super-excréteur serait aussi influencé par le type de shiga-toxine
produit par les EHEC. En effet, une étude en 2019 (Fitzgerald et al. 2019) montre que la
synthése de la shiga-toxine Stx 2a augmente la transmission inter-animale et le nombre
d’animaux qui deviennent super-excréteurs. D ailleurs, la production de la shiga-toxine Stx2a
conduit a une excrétion significativement plus importante d’EHEC par des veaux qui sont au
contact de super-excréteurs. Le type de shiga-toxine jouerait donc un réle non négligeable sur

la prévalence des EHEC dans les féces.

Ces super-excréteurs sont significativement responsables d’une plus grande dissémination des
EHEC et notamment de la souche O157:H7. Cette dissémination se fait au sein des troupeaux
mais aussi lors de transport ou encore a I’abattoir (Duffy, McCabe 2014). D’ailleurs, il a été
montré que la présence d’un bovin super-excréteur dans I’aire d’attente a I’abattoir augmentait

la présence de carcasses contaminées aux STEC (Jacob, Renter, Nagaraja 2010).

On sait que certains sous-types de shiga-toxines sont plus associés aux super-excréteurs comme
la toxine Stx2a (Fitzgerald et al. 2019). L’augmentation du nombre de super-excréteurs est

responsable d’un plus grand risque d’infections humaines.

Les super-excréteurs participent au maintien des EHEC au sein des troupeaux de bovins. La
définition du super-excréteur ne précise pas d’age alors quel est le rble et le statut des veaux

vis-a-vis de ces bactéries ?

1.3.b) ROdle des veaux vis-a-vis des EHEC

1.3.b.1) Importance des veaux dans 1’excrétion et le maintien des EHEC

La bactérie la plus commune lors de diarrhée ou de septicémie chez le veau est Escherichia coli
(Kolenda, Burdukiewicz, Schierack 2015). Différentes études ont montré que les veaux sont
rapidement exposés aux EHEC mais n’en transportent que peu dans leur tube digestif avant le
sevrage (Ferens, Hovde 2011; Laegreid, Elder, Keen 1999). C’est pourquoi, une hypothése
selon laguelle des anticorps, contenus dans le colostrum, joueraient un réle protecteur contre
les pathogénes responsables de lésions A/E, a été étudiée (Woodward, Krekhno, Finlay 2019;

Ferens, Hovde 2011). Par exemple, une observation au Danemark a montré que I’excrétion des
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EHEC ¢était plus faible chez les veaux de 1 a 4 mois d’age s’ils avaient consommé le colostrum

de leurs meres (Rugbjerg, Nielsen, Andersen 2003).

Cependant, il a été montré que les veaux sont capables d’excréter la souche O157:H7 dans leurs
féces aux mémes log que les super-excréteurs, soit entre 10° et 10° UFC par gramme de féces
(Zhao et al. 1995). Mais, cette excrétion se fait majoritairement au moment du sevrage (Caprioli
et al. 2005; Rugbjerg, Nielsen, Andersen 2003). En effet, plusicurs études ont évalué 1’excrétion
et la prévalence des EHEC chez les bovins lors de cette étape particuliére chez les ruminants.
Par exemple, une expérimentation, conduite en 1999 aux Etats-Unis, a montré que 1’excrétion
de la souche O157:H7 se faisait principalement au moment du sevrage, avec une prévalence
moyenne estimée a 7,4% (Laegreid, Elder, Keen 1999). En 2014, en France, une autre étude
montre des résultats similaires. Les données (voir tableau 1) ont montré que la prévalence, des
cinq principaux sérotypes d’EHEC, était significativement plus élevee dans les féces des jeunes
bovins et notamment de ceux de race laitiere (Bibbal et al. 2015). Cette variation est
probablement en lien avec le type de sevrage qui varie selon la race de I’animal. En effet, selon
I’espece et la race, le sevrage peut étre précoce ou tardif mais aussi abrupt ou progressif. Par
exemple, en filiere bovin lait, les veaux sont séparés de leurs meres des les premiéres 24 heures
et sevrés au bout de deux ou trois mois tandis que les veaux allaitants peuvent étre sevrés a
partir de six a huit mois (Zhao et al. 2014). Chez les agneaux le sevrage se fait vers un mois en

filiére laitiére et vers deux mois et demi ou plus tard en allaitant (Gagne 2006).

Tableau 1 : Répartition des prévalences des cing principaux sérotypes selon le type de bovin (résultats tirés de
(Bibbal et al. 2015)).

Type d’animaux preélevés S17 17 O 111 OISSHD OO ot O g
Jeunes laitiers 4,5 %
Jeunes males allaitant | 2.4 %
Vaches laitiéres ' 1.8 %
Vaches allaitantes 1.0%

Autre exemple, pour finir, il a été évalué que pres de 60 % des veaux de 1 a 3 mois portent des
STEC dans leur tube digestif contre 20 % des veaux a I’age d’un an (Mir et al. 2016).

Donc, le sevrage reste un moment clé ou 1’excrétion et la prévalence des EHEC chez les veaux
augmentent (Branchu 2012; Ferens, Hovde 2011). C’est pourquoi il y a un intérét a documenter

I’impact du sevrage sur le portage des EHEC chez les ruminants.
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1.3.b.ii) Source des EHEC

On a vu que I’excrétion des EHEC est importante au moment du sevrage par contre, la
contamination se fait probablement en amont de celui-ci. Alors a partir de quelles sources les

veaux peuvent-ils étre exposés aux EHEC ?

Premierement, il est possible que la contamination des veaux soit due aux meres comme pour
I’inoculation du microbiote gastro-intestinal (Laegreid, Elder, Keen 1999). Aussi, lors d’une
expérience, réalisée en 2016, ces pathogenes ont été isolés dans les féces d’environ 60% des
veaux de I’essai. Lors de cette expérimentation, les veaux étaient gardés avec leurs meres

jusqu’au sevrage a 7-8 mois d’age (Mir et al. 2016).

Cependant, la proportion d’adultes qui portent des EHEC dans le tube digestif est relativement
faible, contrairement a la proportion de jeunes veaux ou genisses contaminées. Par exemple,
une analyse a déterminé la prévalence de ’EHEC O157:H7 dans des groupes de différents ages
et de plusieurs troupeaux laitiers (Zhao et al. 1995). Cette étude a montré qu’une seule vache
sur 662, ce qui correspond a 0,15 %, excrétait la bactérie dans ses féces. A I’inverse cette méme
bactérie était isolée dans les feces de 2,3 % des veaux et de 3,0 % des génisses. De méme, une
analyse, au Japon, a révélé que la prévalence des EHEC au sein des ruminants adultes s’élevait
a 10% maximum alors que chez les génisses cette prévalence était comprise entre 32% et 46%
(Ferens, Hovde 2011). De plus, dans les élevages laitiers, les veaux sont séparés des méres de
facon précoce et il se trouve que ces veaux laitiers sont souvent rapportés comme étant un des

principaux réservoirs d’EHEC parmi les bovins (Bibbal et al. 2015).

D’autre part, les jeunes pourraient étre contaminés via ’eau ou d’autres éléments de
I’environnement (Laegreid, Elder, Keen 1999). Effectivement, les EHEC sont excrétés dans les
feces et se retrouvent dans le milieu des animaux. D’ailleurs, les EHEC ont 1’aptitude de
perdurer plus ou moins longtemps dans 1’environnement selon les conditions. En effet, des
observations ont méme mis en évidence la capacité de formation de biofilms de facon a
augmenter la survie (Segura 2018). C’est le cas de la souche MC:2 de 1’Escherichia coli entéro-
hémorragique O157:H7. Cette souche zoonotique a été reconnue comme étant une souche
persistante dans les fermes francaises. Elle peut survivre dans les féces a I’aide de la mise en
place d’un biofilm protecteur lors de températures plus faibles (Segura et al. 2018). Ainsi, le
sol et I’environnement des veaux peuvent étre des échantillons riches en EHEC (Etcheverria,
Padola 2013). De plus, les jeunes sont regroupés et leur comportement de jeu va permettre

beaucoup d’interactions entre eux et avec leur environnement.
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Enfin, le risque de contamination par les EHEC peut étre dii a une source extérieure a I’¢levage.
Tout comme pour des micro-organismes pathogeénes, les mouvements d’animaux, entre les
élevages, peuvent étre responsables d’importation d’EHEC (Matthews et al. 2006). Les
animaux sauvages, eux aussi, peuvent étre porteurs de ces bactéries. Ils peuvent soit, venir au
contact des ruminants domestiques dans les patures soit, contaminer directement les prés.
Dr’ailleurs, il a été montré que les bovins ayant acces a I’extérieur ont plus de risque d’excréter
la bactérie Escherichia coli O157:H7 tout comme les bovins d’un troupeau qui sont plus
fréguemment exposés aux rongeurs ou aux ratons laveurs par exemple (Venegas-Vargas et al.
2016).

Ainsi, les EHEC vont coloniser le tube digestif des ruminants. Les veaux jouent un role
important dans le maintien et I’excrétion de ces pathogénes par le biais du sevrage. Mais alors
quelles sont les caractéristiques et changements qui ont lieu lors de cette étape et, quels en sont
les impacts concernant les EHEC ?
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[1. Modifications au-cours du sevrage et impact sur les EHEC

Les mammiféres nouveau-nés consomment du lait produit par la mere dés la naissance. Le
sevrage correspond au moment ou la proportion de lait dans 1’alimentation diminue et finit par
s’arréter au profit d’aliments plus solides. Chez les ruminants, cette étape de sevrage est un
moment clé dans 1’¢levage car en plus d’un changement de site de digestion, il s’agit aussi d’un
changement de nutriments. En effet, a la naissance et jusqu’au sevrage, I’animal tire son énergie
du lait qui est digéré principalement dans la caillette tandis qu’aprés sevrage, il utilise
majoritairement son rumen pour dégrader son aliment et produire de 1’énergie a partir de
veégétaux (Steele et al. 2016). Pour cela, des modifications anatomiques mais aussi

physiologiques se mettent en place.

I1.1) Passage du monogastrique au poly-gastrique : variations du
tube digestif
I1.1.a) Modifications anatomiques et impact sur les EHEC

I1.1.a.i) Mise en place des pré-estomacs

Contrairement aux monogastriques, les poly-gastriques, comme les ruminants, sont des

animaux qui présentent plusieurs compartiments « estomacs » (Voir figure 7).

Ainsi, chez les ruminants tels que les bovins, on trouve trois pré-estomacs : le rumen, le réseau
et le feuillet ; et un véritable estomac appelé caillette. On qualifie les trois premiéres chambres
de pré-estomacs car leurs mugueuses sont seches et non sécrétoires contrairement a la caillette
qui est tapissée d’une muqueuse glandulaire sécrétant de 1’acide chlorhydrique et des enzymes

comme la chymosine.
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Figure 7 : lllustration de comparaison des tubes digestifs des monogastriques (porc) et des polygastriques

(vache) (Source personnelle).
Le tube digestif se poursuit par un intestin gréle d’environ 40 métres et un gros intestin de 10
meétres (Caillat 2008) (Voir figure 8).
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Figure 8 : Illustration de 1’anatomie générale du tube digestif des ruminants (d’aprés (Fonty, Chaucheyras-

Durand 2007)).
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De la naissance au sevrage, 1’alimentation des ruminants évolue tout comme le tube digestif
(voir figure 9). A la naissance, le volume de la caillette, de 1,5 litres, est deux fois plus éleve
que celui du réticulo-rumen (Kerharo 2017). Le jeune peut donc étre assimilé a un
monogastrique car la caillette représente au moins 49 % du poids des estomacs (Diao, Zhang,
Fu 2019).

L’alimentation solide va influencer le développement des pré-estomacs. Le sevrage qui est la
période ou la part de concentrés augmente dans la ration a pour but de développer le rumen
(Kerharo 2017). Donné en complément du fourrage, le concentré est un aliment riche en énergie
et protéines. 1l a été montré que chez des veaux nourris uniquement a base de lait, le rumen et
sa mugueuse ne se developpent pas correctement et ont plutét tendance a régresser (Diao,
Zhang, Fu 2019).

Au cours de la croissance de 1’animal, la proportion de la caillette tend a diminuer au profit des
pré-estomacs. Ainsi, a 8 semaines d’age, la caillette ne représente plus que 25 a 37 % du poids
des estomacs chez le veau. Ce poids diminuera petit-a-petit jusqu’a atteindre 15 % du poids

total des estomacs a partir de 12 semaines (Diao, Zhang, Fu 2019).

Dés 6 a 8 mois le tube digestif a fini son développement (Ribot 1980), le rumen est alors le
compartiment le plus important avec un volume de 120 a 200 litres. En effet, au moment du
sevrage il représente 70 % du tube digestif alors qu’il n’est que de 30 % chez le veau non sevré
(Steele et al. 2016). Les autres estomacs présentent des volumes bien plus faibles : 7 a 12 litres

pour le réseau, 9 a 16 litres pour le feuillet et 12 a 20 litres pour la caillette (Rey 2012).
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Figure 9 : Frise chronologique du développement des estomacs d’un veau en fonction de 1’age (Adapté de (Rey
2012; Wattiaux [sans date])).

Le développement des pré-estomacs ne se résume pas uniquement a une augmentation de
volume. Une modification et un développement des muqueuses ont lieu au contact de I’aliment
solide. Les pré-estomacs sont recouverts par un épithélium stratifié et squameux (Steele et al.
2016) qui forme des papilles de facon a augmenter la surface d’échange. Afin de faciliter la
vascularisation et la croissance des papilles ruminales, le concentré peut étre donné au veau des
deux semaines (Kerharo 2017). Ce développement (Voir figure 10) est essentiel car les pré-
estomacs contribuent au métabolisme du ruminant et permettent notamment 1’absorption
d’acide gras et de minéraux. Ces acides gras volatils (AVG) sont produits par des micro-
organismes du rumen lors des fermentations et ils permettent la stimulation du développement
des papilles (Rey 2012).

Ces AGV sont considérés comme nocifs pour le développement des EHEC. En effet, il a été
montré que la concentration en AGV inhibe le développement de O157:H7 (Segura 2018).
Dr’ailleurs, il a été mis en évidence que le je(ne induirait une sensibilité plus grande des animaux
pour le sérotype 0O157:H7 (Callaway et al. 2009). En effet, lors de jedne, il y a une diminution
des fermentations ce qui induit une baisse des AGV produits. De plus, cette baisse d’AGV est
responsable d’une hausse du pH ruminal. Les EHEC pourraient alors mieux se développer dans

le rumen.
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Figure 10 : Hllustration du développement des papilles ruminales en fonction de 1’alimentation (Adapté de
(Villeneuve [sans date])).

Pour autant, en conditions classiques, ces pathogenes ne se développent pas de facon optimale
dans le rumen car en plus des AGV, le pH y est acide. Cependant, certaines souches ont mis en
place des mécanismes de résistances a 1’acidité. Ces mécanismes se traduisent principalement
par le recours au glutamate décarboxylase (Nguyen, Sperandio 2012). Lorsque le pH est trop
faible pour ’EHEC, comme dans les estomacs, le systeme de résistance a I’acidité est activé
grace a I’auto-inducteur Acyl-Homosérine-Lactone (AHL) (Pifer, Sperandio 2014). Les auto-
inducteurs sont de petites molécules, produites par les bactéries, qui leur permettent de
communiquer entre elles et de moduler I’expression de certains génes (Sansonetti 2009).
Certaines études suggérent que les EHEC seraient capables de détecter les auto-inducteurs des
bactéries qui composent le microbiote gastro-intestinal (Pifer, Sperandio 2014) afin de réguler
I’expression de leurs genes tel que le LEE. Dans le rumen, la concentration élevée en AHL
permet d’activer le systéme de résistance et de limiter I’expression du LEE (Pifer, Sperandio
2014). Enfin, il semblerait qu’un contact de courte durée avec un pH acide conduirait a la mise
en place de ces mécanismes par des souches normalement considérées comme acido-sensibles
(Forano et al. 2013).

Pour finir, la kératinisation des papilles est nécessaire pour permettre une bonne digestion et
motricité. Cette derniere ne peut se faire qu’en présence de fibres végétales suffisamment

grossieres.
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D’autre part, le développement du tube digestif ne concerne pas seulement les estomacs mais

aussi les intestins.

I1.1.a.ii) Intestins et jonction recto-anale

Bien que la principale modification des intestins concerne leurs tailles il apparait que la
muqueuse de I’intestin gréle subit aussi des changements. L’épithélium gastro-intestinal doit
répondre a un double enjeu : protéger I’organisme tout en permettant 1’absorption des
nutriments (Steele et al. 2016). Pour cela, la perméabilité de 1’épithélium doit étre régulée. A la
naissance I’intestin gréle permet 1’absorption de grosses molécules telles que les
immunoglobulines mais aprés 24 heures leur absorption n’est plus possible a cause de la
fermeture de la barriere intestinale (Quaile 2015). Pourtant, des études ont montré récemment
que la perméabilité des intestins in vivo augmente lors du sevrage (Meale et al. 2017). D’autre
part, les villosités et les cryptes qui forment la muqueuse de I’intestin se développent fortement
sous l’effet du colostrum (Meale et al. 2017). Or, ces villosités sont essentielles pour
I’absorption des nutriments et il apparait que les cryptes jouent un role important dans la

colonisation et la persistance des EHEC dans les intestins.

Au sein du tube gastro-intestinal, chaque organe posséde ses propres conditions d’humidité ou
d’acidité qui sont plus ou moins favorables au développement de micro-organismes. Par
exemple, la concentration en sucres est plus importante dans 1’intestin gréle qu’au niveau du
gros intestin. Concernant les EHEC, ils sont ingérés et, transitent tout au long du tube digestif.
Drailleurs, on décrit méme la présence possible des EHEC au sein de la vésicule biliaire (Zaheer
et al. 2017). En revanche, le lieu privilégié reste 1’intestin et notamment le colon (Woodward,

Krekhno, Finlay 2019).

La distribution géographique des EHEC au sein de I’intestin peut varier selon les individus.
Cette géolocalisation pourrait jouer un réle prépondérant dans 1’excrétion fécale de ces
pathogénes. Comme expliqué précédemment, certains individus sont des supers-excréteurs. Ces
derniers participent & la transmission et au maintien des EHEC au sein des troupeaux. Selon des
études, les supers-excréteurs représentent moins de 10 % des bovins, mais sont responsables de
99 % des excrétions des EHEC (Chase-Topping et al. 2008). C’est pourquoi, de nombreuses
études tentent de déterminer quels sont les facteurs qui conduisent a 1’apparition d’un super-

excréteur.

L’état de super-excréteur serait en partie dd a la colonisation de la jonction recto-anale par les

EHEC (Chase-Topping et al. 2008). Cette jonction se situe dans la partie terminale du tube
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digestif et plus précisément entre le colon descendant et le canal anal (Kudva, Dean-Nystrom
2011). D’apreés une étude, la présence des EHEC a cet endroit permettrait de classer 1’animal
parmi les supers-excréteurs et serait méme un préalable pour que 1’animal soit un super-
excréteur (Naylor et al. 2003). D’ailleurs, il a été supposé que la prévalence d’excrétion serait
liée a cette colonisation (Cobbold et al. 2007). De ce fait, une excrétion importante dans les
féces ne pourrait pas étre due uniquement a un passage temporaire des EHEC dans le tube
digestif, mais bien a une installation pérenne au sein de la jonction recto-anale des ruminants
(Segura 2018; Spencer et al. 2015).

Cette jonction recto-anale est constituée de deux types d’épithélium. Premiérement, vers le
colon distal, on trouve un épithélium qui est associé aux follicules, riche en tissus lymphoide
(Kudva, Dean-Nystrom 2011) et qui joue les roles d’absorption et de sécrétion. Puis, proche du
canal anal, la jonction se caractérise par un épithélium pavimenteux stratifié souvent kératinisé
qui assure une fonction de protection (Mir et al. 2020; Kudva et al. 2012). Cette zone
anatomique reste le premier site de colonisation par les EHEC (Wang et al. 2017; Low et al.
2005). D’ailleurs, il a ét¢ montré que ces pathogénes présentent une prédilection pour les zones
riches en follicules lymphoides (Segura 2018; Naylor et al. 2003) comme cette jonction recto-
anale (Zaheer et al. 2017).

D’autre part, les EHEC, comme O157:H7, sont capables de coloniser et de perdurer dans le
tube digestif a I’aide de nombreux fimbriae qui permettent 1’adhésion et jouent un role dans la
formation des biofilms (Etcheverria, Padola 2013), comme par exemple au niveau du mucus du
colon (Segura 2018). Certains auteurs pensent que la formation de ces biofilms permettrait
d’atteindre une grande colonisation et notamment au niveau de la jonction recto-anale (Munns
et al. 2015). Ainsi, la dégradation partielle du biofilm induirait un relargage progressif et
intermittent de ces pathogenes. Aussi, il a été montré qu’une partic des EHEC pourrait étre
internalisée au niveau des cellules de la jonction recto-anale (Sheng et al. 2011). Le
renouvellement fréquent ascendant, des cellules de surface a partir de celles des cryptes,
permettrait alors la présence prolongée des EHEC. Des études ont mis en évidence un maintien
du pathogéne parfois jusqu’a trois mois (Munns et al. 2015). De nombreuses variations
individuelles existent concernant ce statut de super-excréteurs. En effet, trois types ont été
caractérisés : les non-persistants dont 1’excrétion d’EHEC est inférieure a 14 jours, les semi-
persistants pour lesquels I’excrétion est d’environ 30 jours et les persistants lorsque la présence
d’EHEC dans les féces peut étre positive pendant plusieurs mois (Wang et al. 2016). Bien que
de nombreuses études aient été conduites, le mécanisme de super-excrétion ainsi que la

colonisation de la jonction recto-anale restent encore mal compris. De nombreux facteurs
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semblent influencer I’adhérence de la bactérie dans cette zone anatomique comme par exemple
le microbiote (Wang et al. 2017).

Enfin, pour pouvoir survivre dans les intestins des ruminants, les EHEC doivent avoir une
source de carbone utilisable. Il a été montré que les EHEC présentent un attrait particulier pour
’utilisation de 1’éthanolamine mais aussi de différents sucres provenant du mucus intestinal.
Celle-ci induit les génes codant pour la production des adhésines mais aussi pour I’activation
du LEE (Lustri, Sperandio, Moreira 2017). Ces molécules se retrouvent dans I’intestin suite au
renouvellement quotidien de 1’épithélium intestinal (Forano et al. 2013). De ce fait, la présence
de ces molécules accorde un avantage important pour la pérennité intestinale des EHEC chez

les ruminants.

Ainsi, les modifications anatomiques du sevrage permettent une localisation précise des EHEC
suite a la colonisation. 1l apparait que cette biogéographie peut influencer la persistance et
I’excrétion de ces bactéries. Cependant, le sevrage ne rassemble pas exclusivement des
modifications anatomiques. En effet, une fois le tube digestif développé, le ruminant doit mettre
en place une particularité physiologique pour pouvoir couvrir ses besoins a partir des végétaux :

il s’agit de la rumination.

I1.1.b) Modifications physiologiques et impact sur les EHEC

I1.1.b.i) Mise en place de la rumination

La digestion rassemble un ensemble de transformations qui permettent a 1’organisme
d’assimiler les nutriments. Chez les ruminants, la principale source d’énergie est représentée
par les AGV qui sont produits dans le réticulo-rumen suite a la rumination (Hagey et al. 2019).
La rumination (voir figure 11) se traduit par la régurgitation du bol alimentaire du réticulo-

rumen vers la cavité buccale pour y étre de nouveau mastiqué (Ribot 1980).
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Figure 11 : Illustration de la rumination (Source personnelle). 1) Ingestion des aliments ; 2) Digestion
microbienne dans le réticulo-rumen ; 3) Régurgitation des éléments vegétaux les plus gros ; 4) Mastication et
déglutition ; 5) Passage dans le feuillet du contenu ruminal suffisamment dégradé pour y étre « déshydraté » ; 6)

Passage dans la caillette et début de digestion chimique

Cette particularité physiologique est une adaptation qui permet aux animaux de réduire le temps
passé a brouter (Thivend et al. 1985) mais aussi de valoriser au mieux leur alimentation a base
de végétaux. On considére qu’un bovin broute environ 6 heures et rumine pres de 6 a 10 heures
par jour. Cette étape est essentielle car, comme tous les mammiféres, les ruminants ne
synthétisent pas d’enzymes capables de dégrader les polymeres végétaux contrairement a
I’ensemble des micro-organismes que 1’on retrouve principalement dans le rumen (Fonty,
Chaucheyras-Durand 2007). Cette étape de rumination a donc en partie pour role de réduire la
taille des fibres et de permettre d’augmenter la surface d’échange entre les végétaux et les

micro-organismes.

Suite a la rumination, le transit des aliments se poursuit par une « déshydratation » au niveau
du feuillet, avant de rejoindre la caillette ou la digestion enzymatique commence. A partir de
ce compartiment, la suite de la digestion chez les ruminants est considérée comme étant

identique aux monogastriques (Fonty, Chaucheyras-Durand 2007).

Chez les bovins ou encore ovins, la rumination se met progressivement en place gréace a la prise
d’aliments solides. Ainsi, le veau est capable de ruminer dés 6 semaines et 1’agneau a partir de

7 jours alors que par exemple, le chameau peut ruminer dés la naissance (Ferran 2015). Cette
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rumination peut étre absente lors de maladie, comme lors d’acidose ruminale mais elle reste
présente méme s’il n’y a aucune fibre dans la ration car elle fait partie du comportement de ces

animaux.

Ainsi, la rumination induit une modification radicale de nutrition. Or, le changement
alimentaire qui s’opére peut conduire a une augmentation du risque de contamination par des
pathogénes (Chaucheyras-Durand, Durand 2010). Les EHEC peuvent « profiter » de ce moment

pour s’installer dans le tube digestif des ruminants.

I1.1.b.ii) Evolution de I’alimentation

Selon la race et I’animal, le changement alimentaire du sevrage est plus ou moins brutal. De
méme, certains aliments sont privilégiés selon le type de production comme par exemple
I’ensilage de mais en production laitiére. Le portage ainsi que I’excrétion des EHEC est

influencé par cette variation d’alimentation.

Chaque aliment posséde ses caractéristiques et est digéré de facon différente par des micro-
organismes spécifiques. Par exemple, 1’orge induit une diminution de la concentration en AGV
dans le rumen des animaux qui le consomment. En effet, cet aliment est plus rapidement
fermenté dans le réticulo-rumen, ce qui est responsable de la présence d’une grande quantité
d’amidon dans I’intestin gréle. La dégradation de I’amidon va alors entrainer une augmentation
du pH des feces. Cependant, un pH plus acide limite le portage des EHEC chez les ruminants
(Branchu 2012). D’ailleurs, il a été¢ montré que 1’excrétion de ’EHEC O157:H7 est plus forte

chez des animaux qui sont nourris avec de 1’orge (Callaway 2010).

L’apport de céréales ou grains, est trés fréquent en élevage notamment lors de la lactation, de
la finition de bovins a 1’engraissement ou encore au moment du sevrage. Dans ce cas, il est
parfois possible d’avoir recours aux résidus de grains utilisés en distillerie. Mais cette
complémentation est responsable d’une augmentation d’excrétion des EHEC dans les féces
(Callaway 2010).

Le recours a la mélasse n’est pas sans effet non plus (Rugbjerg, Nielsen, Andersen 2003). Cet
aliment est riche en sucres. Or, le glucose joue aussi un role négatif vis-a-vis du développement
des EHEC. En effet, les fortes concentrations en glucose alterent et empécheraient I’activation
du systeme de sécrétion de type Il contrairement a de faibles concentrations en glucose qui le
stimuleraient (Pifer, Sperandio 2014; Woodward, Krekhno, Finlay 2019). Enfin, les EHEC sont

incapables d’utiliser 1’acide aminé D-sérine comme source de carbone. En présence de ce
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dernier, une répression du systéme de sécrétion de type III ainsi qu’une réduction de

I’attachement aux cellules hotes sont observées (Woodward, Krekhno, Finlay 2019).

D’autre part, la quantité de fibres est plus ou moins importante selon les régimes. L’ impact de
ces fibres sur la colonisation intestinale, par les EHEC, a été étudié. Chez la souris la quantité
en fibres influencerait cette colonisation. En effet, les concentrations en E.coli O157:H7 étaient
plus importantes chez les souris consommant davantage de fibres (Melton-Celsa 2014).
Cependant, les études réalisées chez les ruminants ne fournissent pas forcément la méme
conclusion. Une alimentation riche en fibres permettrait de diminuer la prévalence des EHEC
(Lustri, Sperandio, Moreira 2017). Par exemple, une expérimentation en 2014 a été menée sur
60 veaux pour évaluer I’impact d’une alimentation séche (a base de soja et arachide) et d’une
humide (ensilage de mais) sur 1’excrétion de E.coli O157:H7. Ici, I’alimentation dite séche
apporte plus de protéines et de fibres aux animaux que la ration humide. Les résultats ont
pourtant montré que 1’aliment sec n’influencerait pas I’excrétion du sérotype O157:H7,
contrairement a I’alimentation humide qui I’augmenterait (Zhao et al. 2014). De méme, il a été
montré, en 1998, que I’ensilage de mais augmenterait la sécrétion d’EHEC alors que le fourrage

la réduirait significativement.

Par ailleurs, les changements brutaux d’alimentation influencent aussi I’excrétion des EHEC.
Ainsi, le passage d’une alimentation riche en grain a du fourrage réduirait cette excrétion
(Callaway et al. 2009). Par exemple, lors d’une étude, une baisse d’excrétion des E.coli avait
été notifiée lorsque les bovins avaient subi une modification soudaine d’alimentation 5 jours
avant d’étre envoyés a 1’abattoir. Ce changement consistait en un passage d’un régime de 90 %
de grains a 100 % de foin. N’ayant pas d’impact négatif sur les carcasses cette méthode de
rationnement pouvait étre envisagée comme étant un moyen de réduire le risque de
contamination (Callaway 2010). Enfin, certains fourrages trés lignifiés peuvent diminuer
I’excrétion et, in vitro I’inhibition de la croissance du sérotype O157:H7 par des tannins a été
montrée (Callaway 2010). Cependant, toutes les études sur I’impact d’un rationnement avec du
foin ne conduisent pas a cette méme conclusion. Le type de fourrage ainsi que sa qualité pourrait

influencer le portage ainsi que I’excrétion des EHEC (Callaway et al. 2009).

Au final, le tube digestif exerce un rdle prépondérant dans la consommation énergétique des
animaux. Il utilise prés de 20 % de dioxygene et participe a la synthése d’environ 30 % des
synthéses protéiques (Steele et al. 2016). Cependant, malgré un ensemble d’adaptations
anatomiques et physiologiques, les ruminants seraient incapables de survivre sans I’ensemble
des micro-organismes qui peuple le tube digestif. Ce microbiote aide a la digestion, notamment

des fibres (voir figure 12), et participe aussi au maintien de la santé. De plus, il représente la
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principale barriére contre I’installation de pathogeénes digestifs comme les EHEC (Woodward,
Krekhno, Finlay 2019). Or, au moment du sevrage, ce microbiote subit de fortes modifications
afin de s’adapter a 1’hote et a son régime alimentaire (Wang et al. 2019). Mais alors d’ou
provient ce microbiote gastro-intestinal, quelles en sont les principales modifications au cours

du sevrage et, quel est I’impact sur les EHEC ?

Figure 12 : Image de microscopie électronique a transmission de digestion de fibres végétales (*) par les

bactéries (—) du rumen chez un mouton (tirée de (Thivend et al. 1985) ).

I1.2)  Variations microbiologiques au-cours du sevrage

I1.2.a) Inoculation microbienne au début de la vie

Le microbiote représente I’ensemble des micro-organismes vivant dans un environnement
spécifique. Ce microbiote est tres variable et dépendant de plusieurs criteres tels que le mode
de naissance, I’alimentation infantile et adulte, ou encore 1’age (Woodward, Krekhno, Finlay
2019).

Chez les ruminants on trouve deux grands types de microbiotes digestifs : le ruminal et
I’intestinal. Pendant longtemps et méme encore aujourd’hui le tube digestif du nouveau-né est
considéré comme étant stérile (Forano, Fonty, Chaucheyras-Durand 2010) pourtant, il a éte
retrouvé chez des veaux, des micro-organismes seulement 20 minutes apres la naissance (Meale
etal. 2017). Donc il est probable que I’inoculation par les micro-organismes ait lieu des la mise-

bas a partir des micro-organismes du vagin, de la peau, des féces, ou encore de la salive de la
35



meére (Steele et al. 2016; Klein-Jobstl et al. 2019). D’ailleurs, une étude a mis en évidence que
les bactéries du tube digestif de la mere pouvaient étre isolées au niveau du cordon ombilical,

du liquide amniotique ou encore du placenta (Meale et al. 2017).

Le colostrum va constituer le premier repas du nouveau-né. Celui-ci va stimuler le tube digestif
et va permettre la mise en place d’un environnement plutot acide qui sera favorable a
I’implantation des micro-organismes (Steele et al. 2016). Le pH du tube digestif peut ainsi
progressivement devenir inférieur a 6 (Rey 2012). De ce fait, le tube digestif en developpement
va étre rapidement colonisé par des bactéries, des champignons, des archées (Dias et al. 2018)
(voir figure 13). Il a été montré que le microbiote, qui se met en place chez le nouveau-né de
facon précoce, dérive d’environ 40 % de la mamelle de la mére et d’environ 30% de ’air
ambiant. En revanche, chez des animaux qui ne sont pas allaités le microbiote est fortement
composeé de micro-organismes issus du vagin de leurs méres (Diao, Zhang, Fu 2019).
Cependant, méme si I’inoculation du tube digestif du nouveau-né provient des micro-
organismes de sa génitrice, le microbiote du veau reste différent de celui de sa mére (Klein-
Jobstl et al. 2019).

Bactéries anaérobies
facultatives

Bactéries anaérobies
strictes

Bactéries cellulolytiques

Archées méthanogénes

Protozoaires ciliés

Champignons anaérobies

Figure 13 : Frise chronologique de I’implantation des micro-organismes dans le rumen du jeune (Adaptée de
(Rey 2012)).

Le microbiote gastro-intestinal est diversifié grace a la présence de nombreux procaryotes et
eucaryotes (Hagey et al. 2019). Les bactéries sont les premiers micro-organismes a s’ implanter
dans le tube digestif des nouveau-nés ruminants et vont constituer le groupe le plus important
et le plus varié du microbiote (Dias et al. 2018; Thivend et al. 1985). Parmi elles, ce sont les

aérobies ou anaérobies facultatives qui colonisent, lors des tous premiers jours de vie, le tube
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gastro-intestinal (Meale et al. 2017). On retrouve ainsi, chez des veaux de 1 a 3 jours, de
nombreuses protéobactéries ou streptocoques (Steele et al. 2016). En effet, il a été mis en
évidence dans le méconium, les premieres feces, 1’isolement de bactéries appartenant par
exemple aux genres : Citrobacter, Lactococcus (Malmuthuge, Guan 2017). Une autre étude a
montré que durant les trois premiers jours de vie les protéobactéries représentaient prés de 50%
du microbiote de I’animal (Rey 2012). Toutefois, lors des 48 premieres heures de vie, le
microbiote reste variable chez les veaux (Klein-Jobstl et al. 2019) et continuera d’évoluer et de

se diversifier jusqu’a plusieurs semaines apres sevrage (Diao, Zhang, Fu 2019).

11.2.b) Modifications et orientation du microbiote

Progressivement apres la naissance, le microbiote évolue pour laisser davantage place aux
bactéries anaérobies strictes (Meale et al. 2017). Cette deuxieme implantation est fortement
influencée par les premiers colonisateurs qui ont faconné un environnement propice a
I’installation de nouveaux micro-organismes (Steele et al. 2016; Meale et al. 2017). Ces
bactéries anaérobies se multiplient dans le tube digestif et plus particuliérement dans le rumen
pendant les trois premiéres semaines de vie avant de se stabiliser lors de la prise de nourriture

solide (Forano, Fonty, Chaucheyras-Durand 2010).

Evidemment, les bactéries lactiques sont présentes des la premiére semaine de vie et leur
concentration diminuent au cours de la croissance. Parmi elles, on trouve des bactéries
appartenant aux genres : Bifidobacterium, Lactobacillus, Faecalibacterium ou encore
Enterococcus (Malmuthuge, Guan 2017). Le colostrum semble favoriser leur implantation, tel
un prébiotique, en réduisant notamment I’installation d’Escherichia coli. A I’inverse, le sevrage
va entrainer une diminution de ces bactéries. En effet, des veaux sevrés plus précocement
présentent moins de bactéries lactiques dans leur tube digestif que des veaux sevrés a un age
plus conventionnel (Rey 2012). C’est au niveau de I’intestin gréle que le genre Lactobacillus
diminue fortement et au niveau du gros intestin pour le genre Faecalibacterium (Dias et al.
2018).

En paralléle, un autre groupe bactérien s’installe progressivement dans le tube digestif et
jusqu’a I’age adulte ou il représentera la communauté la plus importante ; il s’agit des bactéries
cellulolytiques (Kerharo 2017). Présentes des la premiére semaine de vie, méme si 1’aliment
solide n’est pas encore consommé, ces bactéries ne sont pourtant pas isolées chez des jeunes
qui ne sont pas au contact de ruminants adultes (Forano, Fonty, Chaucheyras-Durand 2010).

Au sein du groupe des bactéries cellulolytiques, on trouve trois grands phylums : les
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Actinobacteria, les Firmicutes dont le genre Ruminoccocus et, les Bacteroidetes comprenant les

genres Bacteroides ou Prevotella (voir figure 14).

Bacteria

Firmicute Proteobacteria
Acetomaculum ruminis C. longisporum Oscillospira guillermondit | Bacteroidesdistasonis | Fibrobactersuccinogenes Ruminobacteramyiop hilus
Anaerovibrio lipobtica C. polysaccharolyticum Mitsuokella jalalundinii B. fragilis Atopobium parvulus Cowdria ruminantium
Bacillus subtilis C. proteoclasticum M. mulsiacida B vulgatus Cellulomonasflavigena Escherichia coli
Eubacterium cellulosobvens | C. thermocellum Quinella ovalis Chlorobium vibrioforme | Denitrobacerumdetoxificans | Actinobacillus succinogenes
E. pyruvovorans C. viride Ruminococcusalbus Cytophaga hutchinsonii | Slackia heliotrinreducens Succinivibriodestrinosolvens
E rectale C. xylanolyticum R bromii revotellabuccalis Frankia s Rhodospilliumrubrum
E. ruminantium Bunrivibrio crossotus R flavefaciens P._corporis Prauserellarugosa Afyxococcusxanthus
E. siraeum B_fibrisolvens R. gnavus P_denticola Actinomycesbovis Succinimonasamyloly rica
E. uniforme Pseudobutyrivibrio ruminig R P"Od""" P_ruminicoia Bifidobacteriumboum Oxalabacterformigene
Closmidium aerotolerans P._xylanivorans R schinkai P. bryantii B lactis Synergistegonesii
C. aldrichii Lachnobacterium bovis Schwartzia succinivorans P. brevis B. merycicum Wolmella succinogenes
C. aminoph ilum Selenomonasruminantium | Megasphaera elsdenii P.albensis B. pseudolongum
C. celerecrescens Syntrophococcus Streptococcusbovis B. ruminantium
C. cellulobioparum Lactobacillus ruminis S. gallolyticus B. thermophilum
C. cellulosi L vitulinus Succinodasticum ruminis
C. chartatabidum Mycoplasmabovis Termitobacteraceticus
C. clostridiiforme M mycoides Veillonela dispar

Figure 14 : Classification simplifiée des principaux types bactériens retrouves au sein du tube digestif des
ruminants (Adaptée de (Rey 2012)).

Ainsi, les Firmicutes et les Bacteroidetes se développent fortement des la premiere semaine au
détriment des protéobactéries (Meale et al. 2017). De nombreuses études montrent que le genre
Bacteroides du phylum Bacteroidetes est nettement plus présent dans les féces de veaux non
sevrés (Malmuthuge, Guan 2017). On retrouve aussi trés rapidement une abondance du phylum

Firmicutes (Diao, Zhang, Fu 2019) mais aussi des archées méthanogenes.

Enfin, a partir de dix jours environ les champignons commencent a s’installer dans le tube
digestif (Forano, Fonty, Chaucheyras-Durand 2010). Pour finir, ce sont des protozoaires ciliés

qui se développent dans le tube gastro-intestinal apres trois semaines de vie (Meale et al. 2017).

Le sevrage est responsable du passage d’un microbiote juvénile & un microbiote stable d’un
adulte (Rey 2012). En effet, durant les 4 semaines post-sevrage, I’ensemble des Bacteroidetes
diminue (Lourenco et al. 2019). A T’inverse, le sevrage conduit & une augmentation des
bactéries du phylum Firmicutes (Meale et al. 2017) dont les genres Bulleidia ou encore
Ruminococcus (Dias et al. 2018). Le changement d’alimentation qu’induit le sevrage va
modifier le microbiote. En effet, il a été montré que des animaux nourris avec beaucoup de
fourrages tels que les ovins présentent davantage de bactéries du genre Prevotella du phylum
Bacteroidetes au niveau de leurs rumens (Lourenco et al. 2019). De méme, ’apport de
concentrés favorise le développement de bactéries amylolytiques ou saccharolytiques (Dias et
al. 2018).

D’autre part, la mise en place des paramétres physico-chimiques spécifiques aux différents

compartiments du tube digestif entraine une variabilité des microbiotes au sein d’un méme
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individu. Effectivement, il a été observé une quantité plus importante de micro-organismes dans
la partie distale du tube digestif (Rogel-Gaillard 2014) mais une diversification plus grande du
microbiote ruminal par rapport a celui du gros intestin qui est relativement homogeéne (Dias et
al. 2018). Aussi, une étude a mis en évidence chez des veaux sevrés et agés de 28 jours qu’un
apport ad-libitum de concentrés est responsable de la présence plus forte de bactéries du genre
Bulleidia au niveau du jéjunum tandis que dans le c6lon c’est le genre Prevotella qui prédomine
(Dias et al. 2018). De méme, au sein du rumen, par exemple, les micro-organismes s’organisent
de facon différente entre la paroi et le contenu de 1’organe (Thivend et al. 1985). Ainsi, on
retrouve principalement des Escherichia ou des Streptococcus au niveau de la paroi (Kerharo
2017) tandis que ce sont des bactéries du phylum Bacteroidetes qui dominent dans la fraction
liquide et des Firmicutes dans la fraction solide du contenu ruminal (Lourenco et al. 2019).

Comme décrit précedemment, les premiers micro-organismes qui colonisent les nouveau-nés
sont issus du microbiote vaginal de leur mere (Enders 2015). La composition de ce microbiote
reste relativement proche entre les individus puisque ’on trouve des bactéries comme
Escherichia coli, des Enterobacteriaceae ou encore des Bacteroides sp. Pour autant, méme si
la premiere implantation bactérienne est relativement similaire, le microbiote va varier selon
les individus et selon une spécificité héte-microbiote qui se met en place (Diao, Zhang, Fu
2019). D’ailleurs, il est considéré que la spécificité entre 1’hdte et son microbiote conduit a une
certaine stabilité du microbiote ruminal des trois mois d’age chez I’agneau (Rey 2012) et dés
deux mois chez le veau (Steele et al. 2016). Cette relation va cependant étre influencée par
différents facteurs comme par exemple le logement. Ceci a été mis en évidence par une étude
des microbiotes fécaux de vaches laitieres dans différentes fermes de la Californie (Hagey et
al. 2019). D’autre part, le microbiote est aussi probablement soumis a la génétique des
individus. En effet, les microbiotes intestinaux de jumeaux sont malgre leurs différences bien

plus proches que ceux de simples fréres ou sceurs (Diao, Zhang, Fu 2019).

Enfin, le microbiote est fortement modifié¢ lors de pathologie et d’utilisation d’antibiotique.
Dr’ailleurs, la présence d’un microbiote stable chez un veau permet de prévenir d’infections
gastro-intestinales et donc de favoriser le role de barri¢re de 1’épithélium digestif (Steele et al.
2016). Le microbiote pourrait aussi étre influencé par des probiotiques. Distribués avec
I’aliment autour du sevrage, ils pourraient contribuer a la mise en place d’un microbiote
favorable au développement du tube digestif et ainsi, aider a la transition alimentaire (Diao,
Zhang, Fu 2019). Cependant, méme si le sevrage influe sur la composition microbienne du tube
digestif, il apparaitrait qu’une telle utilisation soit inefficace si 1’utilisation ne se fait pas

directement suite a la naissance (Dias et al. 2018).

39



Ainsi, le microbiote gastro-intestinal des ruminants est un ensemble de micro-organismes
essentiel & leur vie. Non seulement il contribue au développement du tube digestif mais il
participe aussi a la digestion, avec I’apport d’énergie via la dégradation des végétaux. Il permet
aussi la production de métabolites comme par exemple la vitamine B. Enfin, il joue un réle dans
I’immunité ; c’est le cas par exemple des bactéries de la famille des Lachnospiraceae dont la
présence dans le gros intestin des caprins est un signe de bonne santé de cet organe (Wang et
al. 2019). Cependant, le microbiote des ruminants, peut abriter des agents zoonotiques comme
les EHEC. Mais alors quel est I’impact du microbiote au moment du sevrage sur ce type de

bactéries ?

[1.2.c) Interactions microbiennes

Le sevrage influence la fonction digestive ainsi que les communautés bactériennes (Steele et al.
2016). En effet, il a ét¢ montré que la diversité microbienne augmente lorsque 1’animal grandit
(Dias et al. 2018). Différentes études ont montré que 1’abondance ainsi que cette diversité
augmentaient au fur et a mesure que la fin de ’intestin se rapproche (Zaheer et al. 2017) et
notamment pendant le sevrage (Meale et al. 2017). Tout comme le microbiote gastro-intestinal,
la répartition des EHEC varie dans le tube digestif.

Les connaissances récentes sur le microbiote digestif montrent I’impact que des modifications
peuvent avoir en termes de santé et de colonisation par des micro-organismes opportunistes,
parfois pathogénes (Pifer, Sperandio 2014). La prévalence des EHEC étant variable selon 1’4ge
des animaux, il est facile de penser que le microbiote peut avoir une incidence sur la

colonisation et I’excrétion de ces bactéries par les ruminants (Mir et al. 2016).

A T’aide des nouvelles méthodes de séquencage, des études ont permis d’investiguer les
microbiotes des animaux selon leur statut vis-a-vis des EHEC. Par exemple, une étude, réalisée
en 2017, a analysé les microbiotes de 5 bouvillons super-excréteurs et 5 non excréteurs d’E.coli
O157:H7 (Zaheer et al. 2017). Pour ce faire, des échantillons de tissus a différents endroits des
intestins ainsi que de féces ont été réalisés dans les 10 minutes qui ont suivies la mort de
I’animal a I’abattoir. Les résultats obtenus ont montré que la composition du microbiote variait
selon le statut de I’animal. Cependant, malgré des différences, 1’ensemble des échantillons
fécaux étaient dominés par les genres Firmicutes et Bacteroidetes. Les principales variations
de microbiote entre les super-excréteurs et les non excréteurs se trouvaient au niveau du célon
spiralé. Ainsi, les genres Ruminococcus ou Bacteroidetes étaient nettement plus présents chez

les animaux super-excréteurs. A I’inverse, le genre Prevotella se concentrait davantage chez les
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animaux non-excréteurs. D’autres études, portant sur plus d’animaux, ont aussi montré que le

microbiote des super-excréteurs est plus diversifié (Xu et al. 2014; Mir et al. 2016).

L’installation des EHEC dans le tube digestif des ruminants est la premiére étape. Cependant,
I’excrétion est essentielle pour permettre une dissémination et un maintien des bactéries au sein
de leur réservoir. Au moment du sevrage, les veaux jouent un réle non négligeable dans le cycle
des EHEC. Cette étape, riche de transformations anatomiques et physiologiques, induit aussi
des changements communautaires qui entrainent du stress. Alors quel en est I’impact sur les
EHEC?

I1.3) Sevrage : changement sociaux et stress

Le sevrage ne correspond pas uniquement a un changement alimentaire. En effet, il s’agit aussi
d’un changement social car le lien avec la mére est plus ou moins progressivement rompu
(Wauvreille, Pochet, Bartiaux-thill 2007). De plus, il peut y avoir un changement de lieu comme
lors de regroupement de veaux laitiers en centres d’allotement. Il a ét¢ mis en évidence que ces
modifications sont responsables de stress chez le jeune (Zhao et al. 2014). En effet, lors du
sevrage, le taux de cortisol est plus élevé et le rythme circadien modifié (Veissier, Le Neindre,
Trillat 1989).

L’objectif d’un sevrage réussi est de limiter ce stress tout en maximisant le développement du
tube digestif et le changement alimentaire afin que, le veau couvre ses besoins par la rumination
(Kerharo 2017). D’ailleurs, lors d’un sevrage abouti les pertes de gain moyen quotidien (GMQ)

sont limitées et I’ingestion est optimisée.

Le stress au sevrage se traduit par des vocalisations, des baisses de productions dues a la
réduction de la prise alimentaire, des pathologies liées a une baisse d’immunité (Edrington et
al. 2011). Par conséquent, de nombreuses maladies apparaissent au moment du sevrage, telles

que les pneumonies.

De plus, des micro-organismes, parfois pathogénes, peuvent proliférer plus facilement, lors du
sevrage, au niveau du tube digestif comme par exemple les EHEC (Zhao et al. 2014). En effet,
il a été montré que les hormones telles que 1’épinéphrine ou la norépinephrine augmentent la
virulence des EHEC (Woodward, Krekhno, Finlay 2019). Ces deux hormones sont des
catecholamines. Elles sont produites de fagcon plus importante lors d’un stress chez les
mammiferes. L’épinéphrine est synthétisée en partie par la médullosurrénale et rejoint le tube

digestif via le sang. La norépinephrine est synthétisée localement via le systéme nerveux
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autonome. L’hoéte inactive ces hormones par glucuronidation mais le microbiote gastro-
intestinal est capable de synthétiser des enzymes capables de rendre 1’épinéphrine et la
norépinephrine de nouveau actives. Elles se retrouvent alors dans la lumiére digestive et vont
favoriser la motilité du tube digestif ou augmenter la production d’acide gastrique par exemple
(Moreira et al. 2016).

Pour utiliser ces hormones, les EHEC doivent utiliser des récepteurs adaptés. En effet, il s’agit
de récepteurs adrenergiques appelés QseC et QseE (Moreira et al. 2016). Ces récepteurs sont
aussi sensibles a un auto-inducteur du quorum sensing (Vlisidou et al. 2004). Le quorum
sensing est un systéme de communication entre les bactéries via des auto-inducteurs (Sansonetti
2009).

Dr’ailleurs, il a été mis en évidence que les EHEC utilisent ces hormones pour moduler la
régulation de leurs génes de virulence (Moreira et al. 2016). En effet, des études ont montré, in
vitro, que la norépinephrine dopait la synthése des Shiga-toxines et facilitait I’acquisition du fer
par les bactéries (Vlisidou et al. 2004). De méme, il a été démontré, in vivo, que ces hormones
augmentent de facon directe la croissance des EHEC comme le sérotype O157:H7 (Segura
2018). De plus, la norépinephrine faciliterait I’adhésion des EHEC a la muqueuse intestinale

(Vlisidou et al. 2004), notamment au niveau du ceecum ou de I’iléon (Bansal et al. 2007).

Ainsi, il apparait clairement que le sevrage favorise 1’installation et la persistance des
pathogenes comme les EHEC. Cependant, le sevrage est une étape indispensable dans la vie
d’un ruminant qui ne peut pas étre évitée. Il est donc essentiel de comprendre et de connaitre
les facteurs de ce sevrage qui peuvent influencer le portage et I’excrétion des EHEC chez les

ruminants afin de les prévenir.

Pathogenes pour I’'Homme, les EHEC représentent un danger en santé publique qui est
responsable de conséquences médicales parfois graves et dramatiques. En plus, les traitements
ainsi que les mesures de prévention mises en place induisent un co(t pour les pays comme par
exemple aux Etats-Unis ou il a été estimé que la maladie aux EHEC engendre une dépense de

prés d’un milliard de dollars chaque année (Callaway 2010).

Ainsi, limiter le portage et I’excrétion des EHEC chez les ruminants permettrait donc de réduire
le risque de contamination ainsi que les répercussions économiques néfastes. Pour cela,
plusieurs possibilités sont étudiées et envisagées, certaines étant plus ou moins applicables
facilement et rapidement notamment, au moment du sevrage qui correspond a la période la plus

critique concernant les EHEC.
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[11. Mesures de prévention contre les EHEC
[11.1) Conduite d’¢levage

La conduite d’¢levage varie selon le type de production, la localisation ainsi que 1’¢leveur. Elle
doit permettre de maintenir le bien-étre des animaux mais aussi d’assurer le bon fonctionnement
économique de 1’¢élevage. Certains aspects de cette conduite peuvent influencer le portage et
I’excrétion des EHEC. C’est le cas par exemple de la densité des animaux. Les veaux sont
souvent rassemblés selon leur age. Parfois ils sont placés en case individuelle mais pour

permettre des interactions ils sont souvent mélangés en groupe.

I1 a été montré que réduire le nombre d’animaux permet de diminuer la transmission des EHEC
et ainsi de diminuer la prévalence dans les feces du sérotype O157:H7 (Spencer et al. 2015). En
effet, il a été montré que le risque de contamination et d’excrétion d’EHEC est augmenté
lorsque le nombre de ruminants augmente. Par exemple, une étude en Allemagne montre que
ce risque augmenterait de 68 % par bovin supplémentaire au km? (Ferens, Hovde 2011). Des
recommandations de densité existent selon le type d’animal et I’age. De plus, le batiment est a
prendre en compte car, une trop forte humidité, qui provient de la respiration et des déjections
animales, induit une meilleure survie des EHEC (Callaway 2010).

Toujours en termes de batiment, il a été montré que le logement des animaux induit des
variations du microbiote fécal et donc probablement de 1’excrétion des EHEC (Hagey et al.
2019). Différents matériaux peuvent étre utilisés comme des matelas, de la paille ou encore du
sable et de la sciure. D’ailleurs, des études ont contrélées I’impact de ces matériaux sur
I’excrétion des EHEC. Ainsi, le sable permettrait de réduire la transmission de O157:H7 par
rapport a de la sciure. Probablement que la sciure a tendance a davantage garder I’humidité. De
méme, le nettoyage fréquent des litieres permettrait de réduire la survie du sérotype O157:H7

et donc de limiter la transmission des EHEC (Callaway 2010).

Concernant la gestion des lots, il est fortement conseillé de séparer les animaux selon 1’age car
les pathologies ne sont pas les mémes chez le jeune que chez I’adulte. Dans le cas des EHEC,
on a vu que les veaux et génisses peuvent en excréter de fortes quantités. Il parait donc
intéressant de séparer 1’enclos des génisses du reste du troupeau (Callaway 2010). D’ailleurs, il

est fréquent en ¢élevage d’avoir un second site ou sont élevées les génisses laiticres.

Concernant les veaux de race allaitante, la séparation au moment du sevrage de la mére peut
étre remise en question car, cette absence physique, couplée a un changement important

d’aliment, induit un stress important (Wavreille, Pochet, Bartiaux-thill 2007). En effet, une
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étude a montré que la non-séparation des veaux de leurs méres permettait de réduire le stress.
Lors de I’étude, un cavegon (voir figure 15) était posé sur le museau du veau de fagcon a
empécher la tétée. Ce dispositif non douloureux permet au veau de s’alimenter en fourrages et
concentrés tout en étant au contact de sa mere. D’ailleurs, le stress maternel a également été

réduit lors de cette étude.

Figure 15 : Image de cavecons utilisés pour les bovins (tirée du site internet :
https://img.xooimage.com/files110/1/3/6/2-52fcfe8.jpg).

Afin de réduire ce stress, il est conseillé de réaliser tous les traitements ou manipulations

(écornage, castrations) au moins un mois avant la date prévue du sevrage.

D’autre part, les transmissions d’EHEC entre cheptel se font principalement par le biais de
mouvements d’animaux (Chase-Topping et al. 2008). Mais d’autres espéces peuvent
transmettre ces bactéries. Par exemple, il a été estimé que les troupeaux, ayant davantage de
contact avec des chiens, présentent une probabilité plus grande d’excréter des STEC (Venegas-
Vargas et al. 2016). Le méme probleme se pose avec la faune sauvage ou le mélange d’espéces
d’élevage. Ainsi, si des bovins sont au contact d’ovins, le risque d’excrétion d’EHEC par les
bovins est augmenté (Callaway 2010) tout comme si des cochons sont présents sur 1’élevage
(Duffy, Burgess, Bolton 2014).

De plus, la lutte, contre les nuisibles, fait partie des régles de biosécurité. Dans le cas des EHEC,
elle peut faire partie des moyens de prévention car, les mouches ou autres insectes ont été

identifiés comme étant capables de transporter ces bactéries d’un élevage a un autre (Callaway
2010).
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Enfin, le transport des animaux est une période a risque pour I’excrétion des EHEC
probablement en raison du stress qu’il implique. En effet, le risque d’excrétion du sérotype
0O157:H7 augmente durant les deux semaines qui suivent le déplacement de veaux de 5 a 24
mois d’age (Rugbjerg, Nielsen, Andersen 2003). De méme, il a été constaté qu’un long transport
double le risque d’obtenir des STEC sur les peaux a 1’abattoir (Duffy, Burgess, Bolton 2014) et
la contamination des peaux est fortement corrélée a la contamination des carcasses par E.coli
O157:H7 (Jacob, Renter, Nagaraja 2010). Le transport des veaux sevrés vers des zones

d’engraissement peut donc représenter un facteur de risque.

Les pratiques d’¢levage jouent donc un réle primordial dans le maintien d’EHEC au sein d’un
élevage. En effet, celles-ci peuvent entrainer de grandes variations de prévalences des EHEC
au sein des différents élevages d’une méme région comme le montre une étude de prévalence
de PEHEC O157:H7 dans des fermes écossaises (Matthews et al. 2006). Certains éléments, liés
au travail de I’éleveur ou bien au contraire indépendamment de I’Homme, comme la
localisation géographique, peuvent faciliter la propagation des EHEC au sein de 1’élevage. La
gestion des effluents d’élevage apparait comme essentielle puisque les EHEC s’y retrouvent ou
encore, le nettoyage quotidien des mangeoires, par exemple, permet de diminuer le risque
d’excrétion (Venegas-Vargas et al. 2016). Effectivement, elles peuvent étre souillées par des
féces ou bien par la salive lorsque les animaux ruminent et que des EHEC se retrouvent dans la

cavité buccale.

Pour finir, I’eau peut étre contaminée. Lors d’un échantillonnage d’abreuvoirs, réalisé¢ dans le
Kansas, prés de 25 % d’entre eux présentaient le sérotype O157:H7 (Sanderson et al. 2006).
Bien qu’il n’ait pas ét¢ démontré que 1’abreuvement représente un moyen important de
transmission des EHEC entre les ruminants (Dawson et al. 2018), une eau de réseau ou un

nettoyage fréquent des abreuvoirs peuvent étre recommandés.

I11.2) Prébiotiques, probiotiques et antimicrobiens

Les prébiotiques sont des aliments non digestibles qui sont utilisés pour promouvoir le
développement de certaines bactéries, au sein du colon, dans un but de favoriser la santé
(Roberfroid 2007). Un probiotique, quant a lui, est un micro-organisme vivant, qui en quantité

appropriée, a un impact bénéfique sur la santé du consommateur (Boclé 2005).

Les deux possibilités sont envisagées et étudiées pour réduire le portage et I’excrétion des
EHEC chez les ruminants. En effet, au sein du tube digestif regne un microbiote varié. La

présence de ressources limitées implique une compétition importante entre les micro-
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organismes. C’est pourquoi, il est envisageable de réduire la présence des EHEC en
complémentant 1’alimentation des animaux ou bien en limitant les nutriments utilisés par ces
bactéries (Forano et al. 2013). Par exemple, il a été montré, lors d’une étude, que 1’utilisation
de probiotiques permettait de lutter contre les EHEC car, seulement 9 % des bovins ayant recu
un probiotique, se révélait étre excréteur de STEC contre 17% de ceux qui ne 1’ont pas recu
(Venegas-Vargas et al. 2016).

Les probiotiques seraient capables de produire des composés qui limiteraient le développement
de pathogenes comme E.coli O157:H7 (Etcheverria, Padola 2013). La plupart des probiotiques
envisages contiennent des bactéries lactiques ou des levures comme les Saccharomyces (Segura
2018; Forano et al. 2013). D’ailleurs, c’est Saccharomyces cerevisiae qui est la plus utilisée
comme probiotique chez les ruminants (Chaucheyras-Durand, Durand 2010). En effet, lors de
la fermentation, ces levures produisent des résidus qui auraient un impact bénéfique sur le
microbiote ruminal ainsi que sur la morphologie du rumen (Diao, Zhang, Fu 2019). Il en est de
méme avec les bactéries lactiques. Utilisées chez les pré-ruminants, ces probiotiques
stabiliseraient le microbiote et, ainsi préviendraient le risque d’installation de pathogenes
(Chaucheyras-Durand, Durand 2010). Effectivement, les lactobacilles sont connus pour inhiber
le développement des bactéries entériques, telles que les EHEC (Bertin et al. 2017). Par
exemple, il a été montré que Lactobacillus acidophilus était responsable d’une baisse du portage
de ’EHEC O157:H7 (Chaucheyras-Durand, Durand 2010). Parfois, ce sont des mélanges de
bactéries qui s’avérent efficaces contre 1’excrétion des EHEC. Par exemple, il a été montré
qu’un mélange contenant : S.faecium, L.acidophilus, L.casei, L.fermentum et L.plantarum

permettait de réduire chez des ovins, I’excrétion du sérotype O157:H7 (Callaway 2010).

D’autre part, dans certains cas, les bactéries utilisées en probiotiques produisent des composés
antimicrobiens. Par exemple, les souches de Lactobaciluus reuteri produisent de
I’hydroxypropionaldéhyde (HPA) qui serait capable d’inhiber ou de supprimer les EHEC
(Bertin et al. 2017). Le recours a d’autres antimicrobiens est possible. Par exemple, une étude
a testé I’efficacité de la lactoferrine bovine sur les EHEC chez des veaux expérimentalement
contaminés (Kieckens et al. 2015). Cette protéine que I’on retrouve dans le lait de la vache a
une action bactéricide car elle séquestre le fer et peut méme modifier la membrane externe des
bactéries Gram négatives. Lors de I’étude, une administration de lactoferrine sous forme de
spray était réalisée quotidiennement par voie rectale chez des veaux de trois mois (Kieckens et
al. 2015). 11 a été montré que 1’excrétion de ’EHEC dans les féces a cessé apres 26 jours de
traitement contrairement aux animaux témoins. De plus, il n’y a plus eu d’excrétion d’EHEC
dans les feces des animaux traités jusqu’a leur euthanasie a 61 jours. Ce résultat est intéressant

car il semblerait que la lactoferrine pourrait avoir un effet d’élimination des EHEC dans
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’intestin des veaux et il serait potentiellement possible d’y avoir recours au moment du sevrage.
D’autres composés antimicrobiens efficaces contre les EHEC sont issus de plantes (Ananda
Baskaran, Venkitanarayanan 2014). Par exemple, des composes issus de la cannelle, du girofle
ou encore de I’origan ont montré la capacité de réduire 1’adhésion des EHEC en limitant

I’expression des genes.

Enfin, I’apport de composés dans la ration peut également jouer un réle puisque I’alimentation
influence 1’état des EHEC. Ainsi, I’apport d’algues permettrait de diminuer la prévalence dans
les feces du sérotype O157:H7 (Callaway 2010). Par exemple, des recherches ont mis en
évidence que I’ajout de I’algue Ascophyllum nodosum permettait de réduire la population de
I’EHEC O157:H7 de 25 % dans les feces et de 35 % sur les cuirs des animaux (Callaway et al.
2009).

Ces prébiotiques et probiotiques doivent encore étre étudiés afin de pouvoir bien comprendre
leurs actions sur les EHEC et ainsi pouvoir les utiliser chez les veaux au moment du sevrage.
Certains résultats sont positifs a la fois en terme de colonisation mais aussi concernant
I’excrétion. Toutefois, d’autres possibilités sont approfondies comme par exemple la

vaccination.

[11.3) Vaccination

Selon certaines études, les EHEC n’induisent pas la maladie chez les ruminants et donc le
contact avec ces bactéries n’induit pas d’effet protecteur (Callaway 2010). Pourtant, il a été
montré récemment que 1’Escherichia coli O157:H7 pourrait étre responsable d’inflammations
et de petites hémorragies qui entraineraient une réaction immunitaire (Zaheer et al. 2017). Ainsi,
les EHEC seraient potentiellement percus, aussi, comme des pathogénes par les ruminants.
Drailleurs, des vaccins ont été développés comme Epitopix® ou Econiche® (McNeilly et al.
2015). Le premier a été développé aux Etats-Unis par Vaxxinova Us et le second est produit

par Bioniche Life science au Canada.

La vaccination représente une des stratégies pour limiter I’excrétion des EHEC (Etcheverria,
Padola 2013). En effet, il est évalué que si un vaccin, qui divise par deux 1’excrétion des EHEC ;
est utilisé alors, I’incidence des cas humains diminuerait de 85 % (Miletic et al. 2017). De plus,
la vaccination d’une partie des troupeaux permettrait de réduire la prévalence des EHEC chez
tous les animaux des élevages vaccinés (Snedeker, Campbell, Sargeant 2012). Il pourrait donc

étre envisagé de vacciner les ruminants avant le sevrage.
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Pour le moment, on distingue deux grands principe de vaccins : ceux qui ciblent le récepteur de
sidérophore ou ceux contenant des extraits d’EHEC comme par exemple des composants du

systéme de sécrétion de type 111 (Callaway 2010).

Le fer est un élément essentiel au développement bactérien. Or, lorsque celui-ci est en quantité
réduite les bactéries doivent s’adapter pour pouvoir le capter. Pour cela, elles sécrétent des
sidérophores qui sont des protéines capables de fixer le fer. Sans le récepteur de ces protéines,
la bactérie n’est plus capable de transporter le fer et donc meurt. Une étude a montré que le
vaccin qui cible le récepteur de ces sidérophores est significativement efficace (Snedeker,
Campbell, Sargeant 2012). En effet, avec ce type de vaccin la concentration dans les feces en
EHEC 0O157:H7 a pu étre diminuée de moitié ou réduite de 98 % selon les études (Callaway
2010).

Les autres types de vaccins ciblent des composants particuliers comme les antigénes protéiques
de flagelle H7 ou encore I’intimine. Il a été¢ mis en évidence que cette dernicre joue un réle dans
la colonisation et le portage des EHEC chez les bovins. En effet, lors d’une étude, des souches
d’EHEC capables de produire I’intimine ont colonisé plus facilement et ont pu persister plus
longtemps dans le tube digestif des ruminants que des souches privées du géne codant I’intimine
(Cornick, Booher, Moon 2002). Ces types de vaccins présentent aussi une certaine efficacité
puisqu’il a été montré que la vaccination avec trois injections permettait de réduire de 14 %
I’excrétion de E.coli O157:H7 (Callaway 2010). Cependant, il apparaitrait que le nombre
d’injections permette d’augmenter la protection. Afin d’augmenter la protection et de réduire
le nombre d’injections il peut étre envisagé de combiner davantage de protéines sécrétées par
les EHEC. Il est parfois utilise I’EspA qui permet un lien entre la bactérie et la cellule hote,
I’EspB qui est responsable de pores dans la cellule hote ou encore un extrait du Tir qui est le
récepteur de I’intimine. Des études ont montré que la protection contre la souche O157:H7 était

significative (McNeilly et al. 2015) et que 1’excrétion était diminuée (Potter et al. 2004).

Pour autant, les vaccins n’ont pas encore été totalement adoptés par la filiére et ces méthodes
ne doivent pas empécher une bonne conduite et de bonnes pratiques d’hygiéne tout au long de

la chaine.
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CONCLUSION

Les Escherichia coli entéro-hémorragiques représentent un danger sanitaire pour les étres
humains. Ils sont responsables d’une colite hémorragique et parfois d’un syndrome
hémolytique et urémique dont les conséquences ne sont pas négligeables. Portés dans le tube
digestif des ruminants, sans étre responsables de signes cliniques chez eux, ces pathogeénes
peuvent étre transmis a 1’Homme surtout via I’alimentation. Tous les animaux ne sont pas
porteurs des EHEC de la méme facon ; en effet des variations peuvent avoir lieu au cours de la

vie de I’animal.

Il apparait que le sevrage est un moment extrémement critique qui engendre beaucoup de stress
a I’animal. Tout d’abord, il implique des changements sociaux et alimentaires fort pour le jeune
ruminant. De plus, il entraine le développement d’un tube digestif immature de monogastrique
a un tube digestif mature de poly-gastrique. Puis, il permet la mise en place d’un microbiote qui
se compose d’une multitude de micro-organismes essentiels a la digestion et la santeé.
Dernierement, le sevrage est une étape clé riche qui doit étre bien amorcée par 1’¢leveur de
fagon a permettre une bonne production par la suite. C’est a ce moment-la, que beaucoup de

ruminants sont sensibles aux EHEC.

L’installation principalement au sein du colon et plus précisément au niveau de la jonction
recto-anale ainsi que I’excrétion des EHEC sont fortement augmentées au moment du sevrage.
De nombreux facteurs influencent, par la suite, le maintien et I’élimination dans les féces de
ces bactéries. Par exemple, la race mais aussi 1’age ou encore ’alimentation impacte le tube

digestif, le microbiote et donc la présence des EHEC.

Afin de lutter contre ces pathogeénes, mais aussi de réduire le risque de contaminations, de
nombreuses mesures sont indispensables de la fourche a la fourchette. Aussi, des
recommandations pour 1’¢levage, de bonnes pratiques d’hygiéne pour la production et la
fabrication des aliments ainsi que, des indications de consommation existent déja. Mais des
recherches tentent de trouver d’autres solutions qui permettent d’agir directement sur le
réservoir de ces pathogénes en permettant de réduire voire de supprimer I’excrétion dans
I’environnement. C’est pourquoi des études sur des probiotiques ou la vaccination sont réalisées
et certaines ont déja montré leur efficacité. Cependant seraient-elles vraiment adoptées dans un
contexte de 1’¢élevage, parfois économiquement difficile et ou la prévention contre d’autres

pathogénes aux conséquences plus directes sur la santé des animaux doit étre réalisée ?
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TITRE: L’impact du sevrage chez les ruminants sur le portage des Escherichia coli Entéro-hémorragiques
RESUME:

Les Escherichia coli Entéro-hémorragiques (EHEC) sont des bactéries pathogénes chez ’Homme. Elles sont
responsables de nombreux signes cliniques parfois graves comme la colite hémorragique ou méme le syndrome
urémique et hémolytique. Le tube digestif des ruminants est considéré comme le réservoir principal de ces
bactéries. Ces animaux présentent surtout ce type de bactérie au niveau du colon et notamment a la jonction recto-
anale. Une faible proportion d’individus qualifiés de super-excréteurs est responsable de la majeure partie des
excrétions des EHEC. Parmi eux, on peut retrouver des veaux et génisses suite au sevrage. Le sevrage est une
étape de changements alimentaires et sociaux importants. 1l correspond principalement a la rupture maternelle et
au passage a I’alimentation solide qui transforme le veau monogastrique en un adulte poly-gastrique. Il regroupe
un ensemble de facteurs (age, race, saison, alimentation) qui influence le microbiote gastro-intestinal ainsi que le
portage et I’excrétion des EHEC. La littérature comprend un grand nombre d’articles qui étudient ’impact du
sevrage sur ces pathogenes. Enfin, afin de lutter contre ces bactéries plusieurs méthodes sont étudiées de fagon a
limiter I’excrétion et donc la propagation des EHEC au sein des ruminants.
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TITLE: Literature study of the impact of weaning in ruminants on the carriage of Enterohemorrhagic Escherichia
coli

ABSTRACT:

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are pathogenic bacteria in humans. They are responsible for many
sometimes serious clinical signs such as hemorrhagic colitis or even uremic and hemolytic syndrome. The
digestive tract of ruminants is considered to be the main reservoir for these bacteria. These animals mainly present
this type of bacteria in the colon and in particular at the recto-anal junction. A small proportion of individuals
qualified as super-shedding are responsible for the majority of EHEC excretions. Among them, we can find calves
and heifers following weaning. Weaning is a stage of important dietary and social changes. It mainly corresponds
to maternal rupture and the switch to solid food which transforms the monogastric calf into a poly-gastric adult. It
brings together a set of factors (age, breed, season, diet) that influence the gastrointestinal microbiota as well as
the carriage and excretion of EHEC. The literature includes a large number of articles that study the impact of
weaning on these pathogens. Finally, in order to fight against these bacteria, several methods are being studied in
order to limit the excretion and therefore the spread of EHEC in ruminants.
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