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Résumeé

Escherichia coli est un agent de mammites environnementales. Par contre, E. coli peut
persister dans la glande mammaire. Les objectifs de cette ¢tude étaient de confirmer la
présence d’infection persistante chez des vaches laitieres canadiennes et d’identifier la
possibilité de contagion entre les quartiers d’une vache dans une cohorte de 91 fermes
suivies durant deux ans. De plus, les souches persistantes ont été comparées a des
souches transitoires. Les profils génétiques ont été obtenus a 1’aide de 1’¢lectrophorése
sur gel en champs pulsés. La détection de la résistance pour sept antibiotiques s’est
faite par microdilution. Vingt-sept geénes de virulence ont ¢été déterminés par
hybridation sur colonies. De la persistance a été détectée chez 18 vaches et de la
contagion entre quartiers, chez deux vaches. La proportion de résistance chez les E.
coli persistants était de 0,0 % (enrofloxacin) a 27,8 % (ampicilline et tétracycline) et de
0,0 % (enrofloxacin) a 16,8 % (tétracycline) pour les E. coli transitoires. Pour chacune
des résistances additionnelles, les probabilités d’étre une souche persistante
augmentaient par un facteur 1,6 (95% IC: 1.1, 2.4). Une souche résistante a
I’ampicilline et a la céphalothine avait une plus forte probabilité d’étre persistante. Une
souche possédant le gene iroN avait 5.4 fois plus de probabilité (95% IC: 1.2, 24.0)
d’étre persistante. Aussi, une souche positive pour le géne sit4 avait 8.6 fois plus de
probabilité (95% IC: 2.8, 27.1) d’étre persistante. En conclusion, cette étude confirme
qu’E. coli peut persister dans la glande mammaire des vaches laitieres canadiennes et
que ces E. coli sont différents de ceux impliqués lors d’infection transitoire.

Mots-clés : Escherichia coli, bovin, mammite, persistance, génotype, virulence,

résistance antibiotique
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Abstract

Escherichia coli is part of the environmental mastitis pathogens. However, in some
cases, persistence in the mammary gland occurs. The objectives of this study were to
confirm persistent infection in Canadian dairy cows and to identify possible spread
between quarters of a same cow in a cohort of 91 herds monitored over two years.
Also, persistent strains were compared to transient strains. Antimicrobial susceptibility
was determined by the broth microdilution method. Genetic profiles were obtained for
same cow isolates by DNA fingerprinting with pulsed field gel electrophoresis.
Twenty-seven virulence genes were determined by colony hybridization. Persistence
was detected in 18 cows and contagion between quarters, in 2 cows. Proportions of
resistance in persistent E.coli ranged from 0.0% (enrofloxacin) to 27.8% (ampicillin
and tetracycline). Proportion of resistance in transient E.coli ranged from 0.0%
(enrofloxacin) to 16.8% (tetracycline). For each additionnal antimicrobial resistance,
odds of being classified as a persistent isolate increased by a factor of 1.6 (95% CI: 1.1,
2.4). Resistance to ampicillin and to cephalothin were both associated with higher odds
of being a persistent E. coli. Isolates harboring gene iroN had 5.4 times higher odds
(95% CI: 1.2, 24.0) of being classified as persistent isolates. Similarly, isolates positive
to virulence gene sit4 had 8.6 times higher odds (95% CI: 2.8, 27.1) of being classified
as persistent isolates. In conclusion, this study confirmed that E. coli can persist in the
udder of Canadian dairy cows and that these E. coli are different when compared to
transient E. coli.

Keywords : Escherichia coli, bovine, mastitis, persistance, genotype, virulence,

antimicrobial resistance
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1. Introduction

Pour I’industrie laitiére, la mammite bovine est toujours considérée comme étant la
maladie de production la plus fréquente et la plus colteuse, et ce, mondialement
(Halasa et al., 2007). En ce qui concerne les agents pathogeénes de la glande mammaire,
ils sont classés en deux groupes distincts; les agents contagieux et les agents
environnementaux. Les agents contagieux se sont adaptés afin de survivre dans la
glande mammaire et sont principalement transmis d’une vache a l’autre ou d’un
quartier a ’autre d’'une méme vache lors de la traite. Les agents environnementaux,
quant a eux, sont des envahisseurs opportunistes et sont, typiquement, rapidement
¢liminés de la glande mammaire (Bradley, 2002). Escherichia coli est un agent
pathogéne environnemental. Par contre, cette bactérie peut persister dans la glande
mammaire, indiquant que certains E. coli possedent des atouts semblables a ceux des
agents contagieux (Fairbrother et Nadeau, 2010). Des infections récurrentes a E. coli
peuvent étre dues a des épisodes répétés d’infections suivies de guérison ou a une
infection persistante avec une alternance d’épisodes de mammite clinique et de
périodes de mammite subclinique (Zadoks et al., 2011). Une infection intramammaire
persistante est causée par une souche unique. La confirmation d’une telle persistance se
fait a I’aide de méthodes de biologie moléculaire telles que des méthodes utilisant les
réactions en chaine par polymérase (PCR) ou par I’analyse de fragments d’ADN
chromosomique par ¢lectrophorése sur gel en champs pulsés (PFGE). Une étude au
Royaume-Uni a démontré que 20,5 % de tous les cas de mammites cliniques a E. coli
sont survenus au niveau de quartiers infectés de fagon persistante (Bradley et Green,

2001). Ceci prouve que la classification des agents pathogeénes de la mammite bovine



n’est pas aussi bien définie que précédemment décrite (Bradley, 2002). Il est donc
raisonnable de penser que des souches transitoires et persistantes existent et que celles-
ci sont différentes afin de leur permettre d’agir différemment avec 1’hote. Par contre,
jusqu’a maintenant, il ne semble pas y avoir de facteur de virulence spécifique
différenciant les souches capables de produire une infection intramammaire des autres
souches d’E. coli. De plus, malgré des différences phénotypiques in vitro, aucune
différence génétique n’a ¢été établie pour différencier des E. coli transitoires et
persistants (Zadoks et al., 2011). La persistance d’E. coli au niveau de la glande
mammaire n’a jamais ¢été décrite auparavant pour les vaches laitiéres canadiennes.
Ainsi, il est important de caractériser les isolats d’E. coli en provenance de vaches
excrétant ce microorganisme a répétition afin de mieux comprendre les infections
intramammaires dues a E. coli au Canada. Les objectifs de cette étude étaient, tout
d’abord, de confirmer la présence de persistance a E. coli chez les vaches laitieres
canadiennes et d’identifier la présence de contagion de cet agent pathogene entre les
quartiers d’'une méme vache. De plus, les souches persistantes ont été comparées a des
souches de mammite aigué ou transitoire en ce qui concerne la présence de facteur de
virulence et la résistance aux antibiotiques afin de noter les différences entre les deux

groupes.



2. Recension des écrits

2.1 Description de I’agent

2.1.1 Caracteéres bactériologiques

Escherichia coli est un membre de la famille des Enterobacteriaceae. Le genre
Escherichia rassemble des bacilles droits, a Gram négatif, non sporulés, immobiles ou
mobiles, aéro-anaérobies, a métabolisme respiratoire et fermentaire, oxydase négative,

catalase positive et nitrate réductase positive (Euzéby, 2004).

2.1.2 Habitat et pouvoir pathogene

Escherichia coli est un agent ubiquiste faisant partiec de la flore gastro-intestinale
normale des mammiferes et la plupart des souches d’E. coli sont inoffensives. Par
contre, certaines souches ont réussi a acquérir des attributs spécifiques leur permettant
une adaptation a de nouvelles niches et leur offrant la capacité de causer diverses
maladies. Escherichia coli est donc une cause importante de maladie, et ce,
mondialement et chez la plupart des mammiféres. Ces attributs spécifiques sont la
plupart du temps encodés au niveau d’¢léments génétiques qui peuvent étre mobilisés
vers différentes souches afin de créer de nouvelles combinaisons de facteurs de
virulence ou sur des ¢éléments génétiques qui ont peut-€tre déja été mobiles, mais qui
sont maintenant ancrés au niveau du génome. Les combinaisons de facteurs de
virulence qui se sont vues les plus favorables ont su persister afin de devenir un

pathotype spécifique d’E. coli capable de provoquer la maladie chez des individus



sains (Kaper et al., 2004). Les principaux pathotypes chez les animaux de
consommation sont les E. coli entéro-toxinogene (ETEC); E. coli entéro-pathogene
(EPEC); E. coli producteur de toxine Shiga (STEC) ou verotoxinogene (VTEC); et E.

coli extra-intestinaux (ExPEC) (Fairbrother et Nadeau, 2010).

2.1.3 Description des pathotypes d’Escherichia coli

2.1.3.1 E. coli entéro-toxinogene (ETEC)

Les ETEC sont la cause la plus importante de diarrhée chez les animaux de
consommation (Gyles et Fairbrother, 2008). Ces souches produisent une ou plusieurs
adhésines fimbriaires et des entérotoxines. Chez les ruminants, les adhésines
fimbriaires les plus importantes sont F5, F41 et F17. Les entérotoxines produites par
les ETEC peuvent étre thermostables (STa) ou thermosensibles (LT). Les ETEC
présents dans 1’environnement sont ingérés, passent par 1’estomac et colonisent le petit
intestin suite a un attachement grace aux adhésines fimbraires. Ceux-ci produisent
ensuite les entérotoxines qui stimulent la sécrétion d’eau et d’¢électrolytes dans la
lumicre intestinale. Ceci meéne a de la diarrhée, de la perte de poids et a une mort

possible (Gyles et Fairbrother, 2010).

2.1.3.2 E. coli entéro-pathogéne (EPEC)

Les EPEC sont le plus souvent associés a de la diarrhée postsevrage chez le porc. Ce
pathotype n’est pas d’importance majeure chez les ruminants. Les EPEC s’attachent

intimement aux cellules de I’épithélium intestinal par le biais d’une protéine de la



membrane nommée intimine ou facteur attachant effacant (Eae). Les EPEC envoient
un signal aux cellules épithéliales, probablement par le biais du systeme de sécrétion de
type III (TTSS) et des protéines sécrétées. Ce signal engendre une augmentation du
calcium intracellulaire, la phosphorylation de certaines protéines des cellules
épithéliales, I’activation des kinases et I’activation du récepteur pour I’intimine (Tir).
L’attachement intime des EPEC se fait grace a la reconnaissance de Tir et des
récepteurs cellulaires de 1’hote par I’intimine et grace a certains changements au niveau
du cytosquelette des cellules de I’hote. A proximité de cet attachement se produit un
effacement des microvillosités et les EPEC semblent se situer au dessus d’un piédestal.
La diarrhée présente lors d’infection due aux EPEC s’explique par la perte de surface
d’absorption par les microvillosités, 1’activation de 1’activité¢ de sécrétion des cellules
épithéliales et par la perte de jonction serrées entre les cellules épithéliales (Gyles et

Fairbrother, 2010).

2.1.3.3 E. coli producteur de toxine shiga (STEC)

Les ruminants sont les principaux réservoirs de STEC (Karmali, 2005). Ces E. coli
produisent une toxine shiga (Stx) ou verotoxine (VT). Tels que les EPEC, les STEC
s’attachent aux cellules de I’épithélium intestinal a I’aide d’une intimine ou du facteur
Eae. Les bovins sont souvent porteurs de STEC de sérotype O157 :H7, mais ceux-ci ne
causent pas de signes cliniques chez ces derniers (Fairbrother et Nadeau, 2010). Par
contre, ce sérotype est d’importance en santé publique. Les toxines shiga sont produites
par les STEC dans les intestins et sont transférées intactes vers la circulation sanguine.

Les toxines se lient aux récepteurs des cellules endothéliales des capillaires au niveau



des glomérules rénaux et du systéme gastro-intestinal, entre autre. Les toxines sont
ensuite internalisées par endocytose et des dommages cellulaires s’en suivent causant

le syndrome hémorragique et urémique chez les humains.

2.1.3.4 E. coli extra-intestinal (ExPEC)

Les EXPEC (septicémiques ou non) possedent habituellement une variété de facteurs
de virulence extra-intestinaux qui permettront a la souche de coloniser les muqueuses
de I’hdte, d’éviter ou de contourner I’immunité locale ou systémique, d’acquérir des
nutriments essentiels tels que le fer, de créer des dommages ou d’envahir 1’hote et de
stimuler une réaction inflammatoire nocive (Johnson et Russo, 2002). Les adhésines
fimbriaires les plus souvent produites sont F17, CS31A, P, S, F165 ou celles faisant
partie de la famille AFA. Ces E. coli ont la capacit¢ de produire, entre autre, les
« cytotoxic necrotizing factors (CNF) » 1 ou 2, les toxines cytoléthales de distension

(CDT) et le systeme d’acquisition du fer aérobactine (Fairbrother et Nadeau, 2010).

2.2 Description de la maladie

2.2.1 Mammite bovine

Malgré tous les efforts et les mesures prises pour le controle de cette maladie, la
mammite bovine reste la maladie la plus importante et la plus coliteuse au niveau de
I’industrie laitiére (Halasa et al., 2007). La mammite ou I’inflammation au niveau de la
glande mammaire se développe lorsqu’un agent pathogéne réussit a traverser les

barricres du canal du trayon et a se multiplier au niveau du lait. Lorsque les



mécanismes de défense immunitaire combattent cette infection rapidement et de facon
efficace, la mammite sera de faible intensité et transitoire. Par contre, lorsque les
mécanismes de défense sont compromis, lors de période de parturition par exemple, ou
lorsque 1’agent pathogéne posséde des mécanismes d’évasion face au systeme
immunitaire, la mammite sera plus sévére ou chronique. L’intensité de la réponse
inflammatoire déterminera le type de mammite; subclinique ou clinique (Morin, 2009).
Classiquement, la mammite bovine peut se diviser en deux grandes catégories,
contagieuse et environnementale. Les agents pathogénes de la glande mammaire qui
sont considérés comme €tant contagieux sont ceux qui sont adaptés pour une survie
chez I’hote, particulicrement au niveau de la glande mammaire. Le mode de
transmission se fait principalement d’un quartier infecté¢ vers un quartier sain et d’une
vache a I’autre lors du moment de la traite. Les agents contagieux ont la capacité de
persister au niveau de la glande mammaire. Les microorganismes pathogénes
environnementaux sont des agents opportunistes. Typiquement, ils infectent la glande
mammaire, se multiplient, engendrent une réponse immune et sont rapidement ¢liminés
(Bradley, 2002).

Staphylococcus aureus et Streptococcus agalactiae sont des exemples d’agents de
mammite contagieuse. Les coliformes sont des agents de mammite environnementale.
Avec I’avénement de nouvelles méthodes de typage, cette méthode de classification
semble maintenant plutét simpliste. Au sein des deux catégories, les souches isolées

peuvent varier en ce qui concerne le degré de contagiosité (Morin, 2009).



2.2.2 Infection a coliformes

Les mammites a coliformes sont une cause majeure (30 a 50 %) de maladie au niveau
des ¢levages performants de vaches laitieres (Morin, 2009). Les coliformes sont
présents dans les feéces et sont des agents ubiquistes dans la ferme laitieére. Escherichia
coli est le coliforme le plus souvent isolé lors de mammite. Une mammite a E. coli peut
survenir chez n’importe quel mammifére, mais elle est plus fréquente chez les bovins.
De plus, cette maladie est plus fréquemment rencontrée chez les vaches qui sont de
fortes productrices, qui ont un comptage de cellules somatiques faible et qui sont dans
les deux semaines suite a la mise bas. De plus, le risque d’infection mammaire par cet

agent augmente avec le nombre de parités (Fairbrother et Nadeau, 2010).

2.2.3 Mammite a Escherichia coli

2.2.3.1 Voies de transmission

En ce qui concernant la mammite a E. coli, la source d’infection la plus commune est
la matiére fécale présente dans 1’environnement des vaches. La litiere organique telle
que la paille, les sciures et copeaux de bois supporte bien la croissance du E. coli,
surtout lorsque la température est élevée et lorsque la litiere est humide (Morin, 2009).
Ceci favorise donc la contamination du canal du trayon et augmente I’incidence de la
mammite. Quelques études antérieures démontrent que certaines souches d’E. coli
provoquant des mammites auraient des caractéristiques semblables a celles des agents
de mammite contagieuse. Ces caractéristiques sont la persistance au sein de la glande

mammaire, I’apparition de mammites récurrentes dans le méme quartier avec un E. coli



possédant le méme génotype et la transmission de 1’infection d’un quartier a 1’autre

(Bradley et Green, 2001).

2.2.3.2 Prévalence

Avec I’emploi de la désinfection du trayon lors de la traite et des antibiotiques au
tarissement, I’incidence des cas de mammites contagieuses a diminué, mais les
mammites a E. coli sont devenues la cause la plus fréquente de mammite en début de
lactation (Hill, 1994). L’incidence des mammites dues a E. coli varie d’un pays a
I’autre, se situant généralement entre 2 et 15%. Par contre, une incidence plus élevée,

atteignant 50% a été rapportée dans certains pays (Fairbrother et Nadeau, 2010).

2.2.3.3 Pathogénie

La majorité¢ des infections intramammaires a E. coli ont lieu au début ou a la fin du
tarissement (Smith et al., 1985; Blum et al., 2000). Elles demeurent subcliniques
jusqu’au moment de la parturition. Plus souvent, la maladie est rencontrée chez les
vaches fortes productrices, durant les deux semaines suivant la parturition et chez les
vaches qui ont un comptage de cellules somatiques bas (Gyles et Fairbrother, 2010).
Les E. coli causant les mammites cliniques a coliformes sont des agents pathogeénes
opportunistes de I’environnement et il ne semble pas y avoir une association entre le
sérotype, le génotype ou les facteurs de virulence présents et la sévérité de la maladie

(Wenz et al., 2006). La résistance au sérum est considérée comme étant le seul point en
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commun entre les différents isolats d’E. coli, mais, méme pour ceci, la fréquence

rapportée varie entre 59 et 99,5 % (Blum et al., 2008).

Entrée dans la glande mammaire

La mammite se développe lorsque le canal du trayon de la vache est exposé aux
matieres fécales ou a un environnement contaminé. Plus souvent, ceci a lieu apres la
traite, lorsque le canal du trayon est toujours ouvert. Suite au contact direct avec
I’environnement contaminé, E. coli pénétre au niveau du trayon et s’installe dans le
canal et dans les sinus lactiféres. L’intensit¢ de la réponse de 1’hote déterminera

I’apparition des signes cliniques (Fairbrother et Nadeau, 2010).

Multiplication dans la glande mammaire

L’adhésion du E. coli au niveau de 1’épithélium de la glande mammaire n’a pas un role
important pour la pathogénie de la maladie. Les coliformes ne semblent pas coloniser
la glande mammaire, mais plutdt se multiplier dans les sécrétions sans attachement au
niveau des cellules de surface (Morin, 2009). Le métabolisme des coliformes doit
s’adapter rapidement afin que ceux-ci se multiplient et causent la maladie. Ainsi, la
sévérité de la mammite est directement proportionnelle au comptage bactérien dans les
sécrétions mammaires (Hogan et Larry Smith, 2003). Deux facteurs de virulences sont
importants pour les coliformes a ce stade de I’infection; la capacité d’utiliser le lactose
comme source d’énergie et la capacit¢ de se multiplier dans des conditions de quasi-

anaérobiose. Le lactose est le principal carbohydrate dans le lait et ’oxygeéne est
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présent en trés petite quantité. La réponse de I’hdte face a la présence d’E. coli dans la
glande mammaire dépend du stade de la lactation. Les sécrétions provenant d’une
glande mammaire tarie ne supportent pas la croissance et la multiplication des
coliformes. A ce stade, c’est la faible quantité de fer qui est le facteur limitant. Lors du
tarissement, les lactoferrines, agents chélateurs du fer, augmentent, et ce, jusqu’au
début de la production du colostrum (Hogan et Larry Smith, 2003). Par contre, en
période de parturition ou durant les premieres semaines de la lactation, les vaches sont
plus susceptibles a développer des signes cliniques plus marqués suite a la
multiplication du E. coli dans la glande mammaire. Ceci est di au fait que les vaches
sont immunosupprimées et que 1’appel des neutrophiles est moins efficace ou que les
mécanismes de phagocytose et de mort intracellulaire des bactéries sont fragilisés

(Smith, 2009).

Réponse de I’hote

Les neutrophiles sont les cellules les plus importantes pour la défense de 1’hote face a
une infection a E. coli. 1l est essentiel que ces cellules arrivent rapidement au niveau de
la lumicre de la glande mammaire afin d’avoir une efficacité totale. Ainsi, lorsque la
période de lactation est bien établie, les infections mammaires a E. coli sont
accompagnées d’un minimum de signes cliniques systémiques tels que la fievre et dune
diminution temporaire de la production laitiére. Les signes cliniques sont modérés et la
vache guérie par elle-méme. Dans cette situation, la réponse inflammatoire est
considérée comme étant physiologique a 100 % (Burvenich et al., 2003). Durant la

période de parturition ou en début de lactation, plusieurs facteurs permettent au E. coli
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se de multiplier en grande quantité. Les facteurs les mieux connus sont la faible
concentration de lactoferrines dans le lait, une réponse tardive des leucocytes
polynucléaires, une diminution au niveau de la tension d’oxygeéne due a la
multiplication bactérienne. Ceci engendre ainsi une diminution de I’efficacité¢ de la
destruction des E. coli dans les phagolysosomes et une transition rapide vers la
présence d’une population leucocytes mononucléaires dans la glande mammaire
remplacant les polynucléaires plus efficaces (Fairbrother et Nadeau, 2010).

Les E. coli se multiplient et meurent dans la glande mammaire libérant ainsi les
LPS (endotoxine) de la membrane cellulaire externe. La liaison des LPS avec les
cellules de I’héte initie la production de TNF-a par celles-ci. Le TNF-a est responsable
de I’enclenchement de la cascade de I’inflammation qui est causé lors de 1’apparition
des signes cliniques locaux et systémiques (Hoeben et al., 2000 : Blum et al., 2000).
Les prostaglandines, IL-1, IL-6, IL-8, C5a et I’oxyde nitrique sont d’autres ¢léments
importants dans la réponse inflammatoire (Morin, 2009). Malgré le fait que la
concentration de LPS dans le lait soit élevée, celle-ci n’est pas détectable ou tres faible
dans le plasma (Dosogne et al., 2002). La production des médiateurs de 1’inflammation
au niveau de la glande mammaire est responsable de I’appel des neutrophiles. Lorsque
I’appel de ceux-ci se fait de facon efficace et rapide, les bactéries sont phagocytées et
détruites. Si I’appel n’est pas efficace, les bactéries se multiplient et les signes
cliniques de mammites apparaissent. La majorit¢ des mammites a E. coli produisent
des signes cliniques locaux, mais un peu moins de 10 % des cas seront systémiques ou
seront accompagnés d’une diminution marquée de production laitiere (Smith et al.,

1985 ; Bradley et Green, 2000).
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Evasion de la défense cellulaire

La capacité¢ d’évasion du systéme immunitaire, plus précisément des neutrophiles, est
un facteur de survie important pour les coliformes. La charge bactérienne dans la
glande mammaire et la sévérité¢ de la maladie dépendent de la rapidité et de 1’efficacité
de la réponse des neutrophiles. La susceptibilité d’un coliforme face a la phagocytose
dépend de la variabilité au niveau des antigénes de surface exposés. Ainsi, les E. coli
ayant la capacit¢ de produire une capsule auront plus tendance a engendrer des
infections intramammaires de plus longue durée que les souches d’E. coli non
capsulées. De plus, la présence de composantes cellulaires autres que la capsule peut
avoir un effet sur la phagocytose. Certains E. coli, faisant parti des sérogroupes O8 et
09, possedent des facteurs antiphagocytique qui ne sont pas associés ala capsule.
Plusieurs E. coli ont la capacité d’exprimer des cytotoxines et des hémolysines, mais la
production d’exotoxines ne semble pas €tre un point critique afin de faciliter 1’évasion

du systeme de défense de I’hote (Hogan et Larry Smith, 2003).

Sensibilité au séerum

La résistance face a ’activité bactéricide du sérum est un facteur de virulence commun
a plusieurs coliformes en cause lors de mammite. Par contre, ceci n’est pas un
prérequis pour la maladie. L’activité bactéricide du sérum est possible grice au
complément. De plus, I’activité du complément est plus importante dans les sécrétions

d’une glande mammaire en involution que dans le lait produit en période de lactation.
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Par contre, la résistance face au sérum ne varie pas chez les coliformes, qu’ils soient
prélevés durant le tarissement ou durant la période de lactation. De plus, le pourcentage
de coliformes sensibles au sérum en provenance de cas d’infection intramammaire est
similaire au pourcentage de coliformes sensibles présents dans I’environnement de
vaches. Ainsi, les coliformes résistants au sérum n’ont pas d’avantage par rapport aux
coliformes sensibles au sérum en ce qui concerne les infections intramammaires

(Hogan et Larry Smith, 2003).

Adhésion et invasion des cellules mammaires épithéliales

Il a ét¢ démontré qu’une souche expérimentale d’E. coli pouvait s’internaliser dans les
cellules épithéliales alvéolaires mammaires chez des souris déficientes en TLR4 et
créer des microcolonies. Cette internalisation n’est pas associée a de I’inflammation et
les bactéries semblent entrer en phase de latence. Ceci évoque 1’existence de vaches
infectées chroniquement et I’existence de mammite récurrente a FE. coli.
Conséquemment, les interactions possibles entre E. coli et les cellules épithéliales
mammaires pourraient avoir une importance plus grande que proposée a I’heure

actuelle en ce qui concerne la pathogénie de la maladie (Shpigel et al., 2008).

Facteurs de virulence

Le role des facteurs de virulence d’E. coli lors d'infections entériques chez les animaux
est bien connu. Par contre, peu d'informations sont disponibles sur les caractéristiques

des souches impliquées dans les cas de mammite. Plusieurs études antérieures ont tenté
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de caractériser les souches d’E. coli en cause lors de mammite bovine. Celles-ci ont pu
démontrer que la plupart de ces souches ne possedent pas de facteur de virulence connu
ou que la mammite bovine n’est pas issue de facteurs de virulence spécifiques (Bean et
al., 2004 ; Blum et Leitner, 2013 ; Fernandes et al., 2011 ; Ghanbarpour et Oswald,
2010 ; Suojala et al., 2011 ; Wenz et al., 2006). Plusieurs facteurs de virulence présents
chez les E. coli pathogénes leur donnent la capacit¢ d’engendrer des infections
urinaires, de la diarrhée, des septicémies et des méningites chez les humains et chez les
animaux. Ces facteurs de virulence sont des toxines, des adhésines, des invasines, la
production de capsule, la capacité de résister au complément dans le sérum et la
capacité¢ de récupérer le fer dans le milieu de croissance. La mammite bovine
ressemble beaucoup aux infections urinaires par le fait que 1’infection est ascendante et
due aux bactéries présentes dans 1I’environnement. Plusieurs facteurs de virulence sont
nécessaires afin d’aller a I’encontre des mécanismes de défense de 1’hote et afin que la
bactérie colonise, se multiplie et survive au niveau de la glande mammaire (Kaipainen

et al., 2002).

Adhésion et invasion

L’adhésion des microorganismes au niveau des cellules de I’hote est la premicre étape
de la colonisation (Dopfer et al., 2000). Plusieurs adhésines ont été associées avec la
pathogénie d’E. coli lors de maladie chez les bovins. Les adhésines fimbriaires F17
sont principalement détectées chez les E. coli de bovins et d’ovins et elles sont
associées a de la diarrhée et aux septicémies (Le Bouguénec et Bertin, 1999 ; Cid et al.,

1999). La famille des adhésines fimbriaires F17 inclut F17a-A, F17b-A, F17c-A et
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F17d-A. Des geénes codant pour les adhésines fimbriaires F17 ont été détectés chez des
E. coli produisant des mammites bovines (Lehtolainen, et al., 2003). Les adhésines
fimbriaires P et S, codées par les opérons pap et sfa, sont produites par le souches d’E.
coli uropathogénes (Harel et al., 1991) et pourraient aussi étre d’importance pour les
souches de mammite. En 2010, il a été rapporté que 16,7 % des souches de mammite
bovine ¢tudiées en Finlande possédaient le geéne papC (Suojala et al., 2011). Les
adhésines afimbriaires sont encodées par divers genes afa. Ces adhésines, ou protéines
d’adhésion, permettent I’adhérence des E. coli pathogeénes aux divers tissus de 1’hote.
L’adhésine afimbriaire AfaE-8 est retrouvée chez les E. coli isolés de veaux avec des
infections au niveau intestinal et/ou extra-intestinal et d’humain avec des septicémies
ou des py¢lonéphrites (Girardeau et al., 2003). Les génes codant pour les adhésines
fimbriaires P et S ainsi que pour I’adhésine afimbriaire AfaE-8 ont été détectés chez
des E. coli de mammite (7 %, 8 % et 1 % respectivement) en Finlande (Kaipainen et
al., 2002). Une autre adhésine afimbriaire connue est la CS31A qui est un polypeptide
de surface. Le géne codant pour cette adhésine a été détecté chez quelques E. coli de
mammite (Fernandes et al., 2011 ; Ghanbarpour et Oswald, 2010 ; Wenz et al., 2006).
L’adhésine fimbriaire de type I (geéne fimH) a également été détectée dernierement
chez des E. coli de mammite (Fernandes et al., 2011). Le géne /pf4, codant pour le
fimbriae « long polar fimbriae » est un géne qui favorise I’adhésion aux cellules de
I’héte et celui-ci a été identifié au départ au niveau d’E. coli provoquant de la diarrhée
et chez des E. coli non pathogénes (Toma et al., 2006). Dogan et al. ont réussi a
démontrer que la présence du gene IpfA4 était associée avec la capacité qu’a un E. coli a

envahir des cellules épithéliales mammaires bovines en culture (Dogan et al., 2012).
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De plus, Dogan et al. suggérent que la présence de /pf4 pourrait favoriser la virulence
au niveau de la glande mammaire par le biais de la médiation de I’adhésion des cellules
épithéliales. Blum et Leitner ont également pu démontrer que le géne IpfA4 était trés

prévalent (33 %) au niveau des souches de mammite (Blum et Leitner, 2013).

Production de toxines

Plusieurs toxines différentes peuvent étre produites par les E. coli pathogenes. Les
facteurs nécrosants cytotoxiques ou « cytotoxic necrotizing factors » (CNF) sont des
facteurs de virulence importants pour les E. coli pathogeénes. Les toxines CNF,
associées aux genes cnfl et cnf2 produisent des dommages pour les cellules
endothéliales et des microangiopathies thrombotiques (Wenz et al., 2006). Les E. coli
CNF positifs sont souvent associés a de la septicémie et des avortements chez les
vaches et a de la diarrhée chez les veaux. Le facteur de virulence CNF2 peut étre
présent chez les vaches adultes en santé, mais aussi présent lors de cas de pneumonie,
métrite et rapporté¢ dans un cas de mammite (Pohl et al., 1993). Plus récemment, en
Finlande, il s’est avéré que CNF2 était parmi les facteurs de virulence les plus souvent
identifiés au niveau de souches de mammite bovine. Celui-ci a été détecté chez 14,4 %
des souches, seul ou en combinaison avec d’autres facteurs (Kaipainen et al., 2002).
Wenz et al. rapportent que CNF2 est le facteur de virulence le plus souvent détecté des
E. coli issus de mammite bovine, mais dans une proportion tout de méme assez basse
(12 isolats sur 128). De plus, aucune différence dans la sévérité de la mammite n’a été
notée, malgré la présence de ce facteur de virulence (Wenz et al., 2006). En ce qui

concerne CNF1, celui-ci a déja été détecté au niveau de souches de mammite bovine, et
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ce, pour la plupart, en combinaison avec les geénes codant pour les adhésines
fimbriaires S et P (Kaipainen et al., 2002). Le géne astA4 code pour « enteroaggregative
E. coli heat-stable enterotoxin 1 » (EAST1). Cette toxine a initialement été détectée au
niveau des feéces d’un enfant en diarrhée. Derni¢rement, il a été démontré que des
souches d’E. coli en provenance d’animaux de la ferme possédaient le geéne astA
(Veilleux et Dubreuil, 2005). Par exemple, chez des bovins sains en France, astA4 a été
détecté au niveau de 50% des isolats d’E. coli Stx1 positifs, mais chez seulement 6,5%
des isolats Stx2 positifs. Une étude en Isra€l a permis de démontrer que ce géne était le
seul détecté dans une proportion significativement plus €levée au niveau de souches
d’E. coli associées a de la mammite bovine (37%) comparativement a des souches de
I’environnement (4%) (Blum et Leitner, 2013). Par contre, ceci n’était pas
caractéristique de la majorité des souches de mammite. Il a été suggéré que le récepteur
pour EAST1 et pour STa soit le méme, prenant en considération 1’homologie au niveau
des séquences de EAST1 et du domaine entéro-toxinogeéne de STa ainsi que les modes
d’action de ces toxines qui sont similaires (Veilleux et Dubreuil, 2005). L’expression
de ce récepteur, €étant limitée a 1’épithélium intestinal (Veilleux et Dubreuil, 2005),
rend la virulence d’ast4 questionnable dans un contexte d’infection au niveau de la

glande mammaire (Blum et Leitner, 2013).

Acquisition du fer

L’aérobactine est un facteur de virulence important pour les E. coli en cause lors
d’infections extra-intestinales chez les animaux. L’ensemble de génes pour

I’aérobactine est composé de 5 genes (iucABCD et iutA). Quatre de ces génes sont
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nécessaires pour la biosynthése de 1’aérobactine et le cinquieme (iut4), quant a lui,
code pour un récepteur de la membrane externe du E. coli, soit ferriaérobactine
(Thariath et al., 1993). Nemeth et al. ont pu démontrer que les souches provenant de
mammites bovines étaient statistiquement différente (P < 0.026) des souches d’E. coli
provenant de mati¢res fécales en ce qui concerne la production d’aérobactine. Par
contre, seulement 20 % des souches de mammite possédaient la capacité de produire de
I’aérobactine (Nemeth et al., 1994). Kaipainen et al. ont démontré que certaines
souches d’E. coli isolées de mammite en Finlande (11 %) et en Israél (4 %) possédaient
les geénes pour la production d’aérobactine (Kaipainen et al., 2002). Plus tard, en
Finlande, il a ét¢ démontré que 16,7 % des souches d’E. coli testées possédaient le
gene iucD (Suojal et al., 2011). Suite a une étude en Iran, le géne iucD a été¢ détecté
chez 12 % des souches étudiées (Ghanbarpour et Oswald, 2010). Un autre gene
permettant 1’acquisition du fer est irp2 (Ewers et al., 2007). En Finlande, ce géne a été

détecté chez 26,4 % des souches d’E. coli de mammite bovine (Suojala et al., 2011).

Autres

Le géne iss (increased serum survival) permet au E. coli d’augmenter sa survie dans le
sérum. Le geéne iss est identifié chez 75% a 91 % des souches d’E. coli extra-
intestinales (Johnson et al., 2008). Derni¢rement, en Finlande, 16,7 % des souches de
mammites étudiées possédaient ce facteur de virulence (Suojala et al., 2011). Ce géne a
aussi ¢té détecté parmi les isolats d’E. coli de mammite dans une étude en Israél. Par
contre, des proportions semblables ont ¢été¢ détectées au niveau des E. coli de

I’environnement (Blum et Leitner, 2013). La résistance au sérum est possible chez
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d’autres agents pathogénes de mammites indiquant ainsi que ceci est probablement un
facteur non spécifique qui aide a la pathogénicité, mais qui n’est pas nécessaire pour la

virulence dans la glande mammaire (Rainard, 2003).

Combinaisons de facteurs de virulence

La présence du fimbriae F17 est souvent associée a d’autres facteurs de virulence chez
les E. coli pathogeénes (Kaipainen et al., 2002). La plupart des souches bovines
exprimant le sous-type F17c¢ produisent également le facteur d’adhésion afimbriaire
CS31A (Le Bouguénec et Bertin, 1999). De plus, prés de la moitié¢ des souches F17
positives sont résistantes au sérum et produisent de 1’aérobactine (Pohl et Mainil,
1995). Parmi les souches associées a la mammite, Kaipainen et al. ont observé que la
présence de geénes en lien avec F17 pouvait se présenter sous différentes combinaisons
avec les génes pour CNF2, aérobactine, TraT et l’adhésine afimbriaire Afa8
(Kaipainen et al., 2002). La lipoprotéine TraT induit la résistance au sérum en
interagissant avec le complément (Pramoonjago et al., 1992). La combinaison Afa§,
CNF2, F17 et aérobactine en est une aussi retrouvée au niveau des souches en Iran
(Ghanbarpour et Oswald, 2010). Dans cette dernicre ¢tude de Kaipainen, le géne cnf2 a
aussi été détecté en combinaison avec les genes codant pour les adhésines fimbriaires P
et S et avec CNF1. Suojala et al. rapportent que plusieurs combinaisons de facteurs de
virulence ont été détectées dans leur collection d’E. coli. Par contre, le plus souvent,
une seule souche représentait chaque combinaison détectée, indiquant que les souches
d’E. coli en cause lors de mammite bovine présentent une grande variabilité génétique

(Suojala et al., 2011). Ceci a aussi €té rapporté lors d’études antérieures, mais avec des
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panels différents de facteurs de virulence étudiés (Kaipainen et al., 2002 ; Bean et al.,

2004 ; Wenz et al., 2006).

Groupes phylogénétiques
Les E. coli commensaux appartiennent aux groupes phylogénétiques A ou B, les E.
coli entéro-pathogenes appartiennent aux groupes A, B1 ou D et les E. coli EXPEC
appartiennent au groupe B2 et quelques-uns au groupe D. De plus, les EXPEC sont
issus de certains clones spécifiques au sein de ces groupes qui peuvent étre reconnus
par des sérotypes O:K:H caractéristiques (Johnson et Russo, 2002). Le lien existant
entre la phylogénie et les souches d’E. coli EXPEC a ét¢ démontré a plusieurs
occasions par différents auteurs. Les souches d’E. coli EXPEC appartiennent en grande
partie au groupe phylogénétique B2 et quelques-uns appartiennent au groupe D. Les E.
coli présents dans la flore gastro-intestinale des animaux de la ferme appartiennent
plutot au groupe A et B1 (Escobar-Paramo et al., 2004). Ceci est aussi vrai pour les
ExPEC impliqués en médecine humaine. La majorité des souches isolées de I’urine ou
du liquide céphalo-rachidien des nouveau-nés appartiennent au groupe phylogénétique
B2 et D et ces souches possedent un plus grand nombre de facteurs de virulence du
groupe ExPEC comparativement aux souches issues des autres groupes lors de ces
mémes pathologies (Escobar-Paramo et al., 2004).

En Iran, une ¢tude a démontré que les souches d’E. coli provenant de mammite
bovine faisaient principalement partie du groupe phylogénétique A (45 %) et
qu’aucune des souches n’appartenait au groupe B2 (Ghanbarpour et Oswald, 2010).

Fernandes et al. ont obtenu la méme conclusion lors de leur étude avec des souches en
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provenance du Brésil. La plupart des souches appartenaient au groupe A (24/27) alors
qu’ils s’attendaient a retrouver des souches dans le groupe B2 ou D (Fernandes et al.,
2011 ). Ceci a également été observé chez des souches de la Finlande ou la majorité
(82,6 %) faisait partie du groupe A (Suojala et al., 2011). En Israél, les souches en
provenance de mammite appartenaient majoritairement au groupe Bl (51 %) et au
groupe A (38 %) (Blum et Leitner, 2013). Les différences de proportion détectées dans
ces ¢tudes peuvent éEtre dues a plusieurs facteurs tels que les méthodes
d’échantillonnage, la sélection des souches pour les diverses études et la région
géographique échantillonnée. Les souches invasives et causant des infections extra-
intestinales font habituellement partie du groupe B2 (Clermont et al., 2000). Malgré le
fait que la mammite soit une infection extra-intestinale, les souches d’E. coli
impliquées dans la mammite bovine ne sont pas excessivement invasives, expliquant

possiblement la faible proportion de souches du groupe B2 (Blum et Leitner, 2013).

Persistance au niveau de la glande mammaire

La plupart des cas de mammite bovine dus a E. coli sont transitoires et se terminent par
la mort de ’agent pathogéne ou de I’hdte. Par contre, depuis les années 90, avec
I’arrivée des premieres techniques de caractérisation génétique, 1’existence de
mammite récurrente a E. coli a été démontrée (Lam et al., 1996 ; Lipman et al., 1995).
De la récurrence lors de I’isolement d’E. coli au niveau du méme quartier peut indiquer
deux situations. Dans un premier temps, il peut s’agir d’épisodes répétés d’infection et
de guérison. Ceci se produit lorsque 1’hote présente une susceptibilité particuliere a

cette maladie. Etant donné 1’hétérogénéité des E. coli de I’environnement, ces épisodes



23

répétés seraient dus a des E. coli génétiquement distincts. Dans un second temps, il
peut s’agir d’une infection persistante avec alternance de signes cliniques de maladie et
de moment de mammite subclinique. Une infection intramammaire persistante doit étre
due a une souche bactérienne unique présente pendant une longue période au niveau de
la glande mammaire, engendrant des isolements répétés provenant de multiples
épisodes de mammite clinique (Zadoks et al., 2011). Des études antérieures ont pu
démontrer que certains E. coli ont la capacité de persister au niveau de la glande
mammaire, mais que ce phénomene était plutot rare (Bradley et Green, 2001). Lors
d’une étude aux Pays-Bas incluant 7 troupeaux de bovins laitiers, des épisodes de
récurrence clinique dus a E. coli ont été détectés dans 9,1 % des quartiers infectés
(Lipman et al., 1995 ; Lam et al., 1996). Quelques années plus tard, Dopfer et ses
colleégues ont pu décrire le méme phénomene chez une cohorte de 300 fermes laitieres.
Dans cette étude, une proportion de 4,77 % de tous les épisodes de mammite clinique
dus a E. coli était en fait associée a de la persistance intramammaire et les E. coli isolés
possédaient le méme génotype (Ddpfer et al., 1999). Ces proportions de persistance
sont plus faibles que celle rapportée au Royaume-Uni. Lors de cette derniére étude, 6
fermes laitiéres ont été suivies. Un total de 20,5 % de tous les cas de mammites
cliniques a E. coli est survenu au niveau de quartiers infectés de facon persistante
(Bradley et Green, 2001). Ceci suggere un changement au niveau de la susceptibilité de
I’hdte par rapport a une infection persistante a E. coli ou I’apparition de souches plus

adaptées a I’environnement de la glande mammaire.
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Contagion

Lorsque la méme souche d’E. coli est isolée lors d’infection au niveau de la glande
mammaire a répétition, mais au niveau de quartiers différents, ceci pourrait indiquer
qu’il y a eu un transfert de cette souche entre les quartiers, donc de la contagion. Ceci
est un phénoméne qui a été détecté antérieurement. Au Royaume-Uni, 8,5 % des cas
récurrents apparaissant dans différents quartiers de la méme vache possédaient le
méme génotype que le E. coli isolé initialement (Bradley et Green, 2001). De plus, aux
Pays-Bas, ils ont conclu que chez 2,98 % de tous les épisodes de mammites, la
transmission d’E. coli entre les quartiers d’'une méme vache se serait probablement
produite (Ddpfer et al., 2000). Tel que mentionné précédemment, une réinfection avec
une méme souche d’E. coli a partir de I’environnement est trés peu probable due a la

trés grande hétérogénéité de ce microorganisme.

2.2.3.4 Signes cliniques

Les mammites a E. coli se manifestent par des signes cliniques qui varient de tres
sévere, parfois méme fatal a une mammite légere ou les vaches n’ont que des signes
locaux tels que des grumeaux dans le lait et de I’enflure au niveau de la glande
mammaire. La sévérité¢ des signes cliniques, pouvant étre de modérés a séveres, est
quant a elle grandement associée aux caractéristiques de 1’hote (Burvenich et al.,
2003). L’issue de la maladie peut mieux se prédire en présence de signes cliniques
systémiques (Wenz et al., 2006). Les signes cliniques associés avec une augmentation
marquée de mortalité, de réforme ou d’une production sous-optimale de lait sont

I’hyperthermie, une diminution au niveau de la fréquence ou de I’amplitude des
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contractions du rumen, une déshydratation marquée et de la dépression (Morin, 2009).
Les mammites cliniques issues d’une infection persistante ont tendance a démontrer
des signes cliniques plus modérés que les mammites cliniques associées a une nouvelle

infection (Bradley et Green, 2001).

2.2.3.5 Traitement

Pour les mammites subcliniques a coliforme, 1’usage d’antibiotiques peut s’avérer
inutile. Souvent, la guérison est spontanée et ’infection est de courte durée. De plus,
les vaches présentant une mammite a coliforme avec des signes cliniques légers a
modérés sont souvent capables de combattre [’infection sans 1’administration
d’antibiotiques. Seules certaines vaches présentant des signes cliniques plus sévéres ou
immunosupprimées bénéficieront d’une antibiothérapie (Morin, 2009).

Les mammites peuvent étre traitées par infusion intramammaire ou par voie
parentérale. Par contre, plusieurs des antibiotiques utilisés dans les infusions
intramammaires ne sont pas efficaces pour traiter une infection a coliforme. Par
exemple, 1’érythromycine et la pirlimycine disponibles au Canada n’ont aucune
efficacité contre les coliformes. Les céphalosporines telles que la céphapirine et le
ceftiofur sont reconnues comme ¢tant généralement efficaces contre E. coli. Un
traitement systémique est plus souvent utilis¢ lors de mammites séveres
(accompagnées de signes cliniques systémiques tels que de la fievre ou abattement en
plus de I’apparence anormale du lait et de I’enflure au niveau de la glande mammaire).
De plus, un traitement de support (fluides et anti-inflammatoires) est habituellement

administré en méme temps que I’antibiothérapie (Wagner et Erskine, 2006). Les
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mammites accompagnées de signes systémiques sont plus souvent dues a des
coliformes. Une étude antérieure a pu démontrer que 42 % des vaches naturellement
infectées et présentant des signes cliniques séveres souffraient de bactériémie
concomitante (Wenz et al., 2001).

Tout usage systémique d’antibiotiques pour traiter la mammite doit se faire hors
homologation au Canada, puisqu’il n’y a pas d’antibiotique étiqueté pour un usage
systémique pour la mammite. Pour un usage d’antibiotiques hors homologation chez
des animaux de consommation, il faut prendre en considération que le temps de retrait
devra étre augmenté pour le lait et pour la viande. Les antibiotiques disponibles pour
usage chez les vaches laitiéres et efficaces contre les coliformes sont les suivants :

oxytétracycline, triméthoprime-sulfaméthoxazole, ceftiofur et ampicilline.

Résistance aux antibiotiques

Afin de bien contréler la mammite bovine et d’éviter les problémes associés avec la
résistance aux antibiotiques et I’échec du traitement, il est important de connaitre
certaines caractéristiques de [’antibiorésistance des agents pathogénes en cause.
Plusieurs ¢études démontrent des résultats concernant la surveillance de
I’antibiorésistance, mais les méthodes utilisées pour déterminer le statut des diverses
souches ne sont pas toujours les mémes. Il faut donc étre prudent quant a la
comparaison de ces résultats. Une étude en Finlande sur 154 isolats d’E. coli provenant
de 65 fermes laitieres a pu démontrer que les antibiotiques pour lesquels de la
résistance était plus souvent détectée étaient 1’ampicilline (18,6 %), la streptomycine

(16,4 %), la tétracycline (15,7 %) et le sulfaméthoxazole (13,6 %). De plus, pour cette
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¢tude, aucune résistance n’a été détectée pour la gentamicine, le florfénicol et pour le
ceftiofur (Suojala et al., 2011). Une ¢étude aux Etats-Unis rapportait des résultats
d’antibiorésistance pour un suivi de 10 antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire
pour 129 E. coli isolés de cas de mammite bovine. La plupart des E. coli (98,4 %)
¢taient résistants a D’ampicilline et plusieurs étaient résistants a la streptomycine
(40,3 %), au sulfisoxazole (34,1 %) et a la tétracycline (24,8 %) (Srinivasan et al.,
2007). Au Canada, une étude nationale a récemment eu lieu pour des isolats d’E. coli
issus du programme de prélévement du Réseau Canadien de Recherche sur la
Mammite Bovine. Les concentrations minimales inhibitrices ont ét¢ déterminées pour
394 isolats provenant de 394 quartiers de 353 vaches sur 76 fermes laiticres. La plupart
des valeurs des CMI étaient sous le seuil de la résistance. Les proportions de résistance
variaient de 0 pour le ceftriaxone et le ciprofloxacin a 14,8 % pour la tétracycline. La
proportion de résistance était de 9,2 % pour le sulfisoxazole, de 8,7 % pour la

streptomycine et de 8,2 % pour ’ampicilline (Saini et al., 2012b).

Résistance aux antibiotiques et facteurs de virulence

Parfois, il est possible de retrouver certains facteurs de virulence qui seraient corrélés
avec la présence de résistance aux antibiotiques. Ceci n’est pas trés souvent rapporté en
ce qui concerne les souches d’E. coli causant des mammites bovines. Une étude en
Finlande a pu rapporter une telle corrélation. De tous les génes de virulences évalués,
ils ont pu mettre en évidence que seulement iucD présentait une corrélation avec la
résistance envers la streptomycine, 1’ampicilline, le sulfaméthoxazole et le

trimethoprime. Ce géne code pour I’aérobactine qui est impliqué dans 1’acquisition du
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fer et peut étre présent soit au niveau d’un chromosome au sur un plasmide, ou
beaucoup de genes d’antibiorésistance sont situés (Suojala et al., 2011). Cette
découverte pourrait indiquer que ces genes sont situés sur le méme plasmide ou pres

I’un de I’autre sur le méme ilot de pathogénicité.

2.2.3.6 Prévention

Les efforts pour la prévention des mammites a coliformes devraient viser une réduction
de I’exposition des trayons aux coliformes présents dans 1’environnement durant le
tarissement et durant la période péri-partum. Ainsi, il faut controler la contamination de
I’environnement immédiat des vaches. La vaccination semble étre une avenue
intéressante pour la prévention des mammites a coliformes. Les vaccins déja existants
engendrent une réponse face aux antigénes «core LPS». L’immunité acquise
n’empéche pas I’infection intramammaire, mais réduit la sévérité des signes cliniques
rencontrés. Plusieurs autres vaccins sont présentement a 1’étude, tels que des vaccins
visant les récepteurs pour les protéines impliquées dans ’acquisition du fer (Morin,

2009).
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ABSTRACT

Escherichia coli is part of the environmental mastitis pathogens. However, in some
cases, persistence in the mammary gland occurs, indicating that some E. coli causing
mastitis have similar attributes to those of contagious mastitis pathogens. The
objectives of the present study were to confirm persistent infection of the udder in
Canadian dairy cows recurrently excreting E. coli from the same quarter and to identify
possible spread of the organism between quarters of a same cow in a cohort of 83
Canadian dairy herds monitored over a 2 year period. Firstly, antimicrobial
susceptibility patterns were determined by the broth microdilution method. Then,
genetic profiles were obtained for same cow isolates by DNA fingerprinting with
pulsed field gel electrophorese. Quarters in which identical E. coli genotypes were
found were considered persistently infected. In 12.2 % of all intramammary infections
(IMI) caused by E. coli, persistent infections caused by the same E. coli genotype were
found. The same genotype was also detected in different quarters of a same cow,
suggesting spread between quarters. This represented 1.2% of all E. coli cases during
the study period. Persistent and contagious strains had the same antimicrobial
resistance pattern when repeatedly isolated. Also, antimicrobial resistance for all E.
coli 1solates was found to be highest for tetracycline (23.8%), ampicillin (20%) and
cephalothin (13.8%). Combined findings in this study confirmed that persistent E. coli
IMI occur in Canadian dairy cows. In addition, there is a possibility of contagion
between quarters, but this event was very rare. This evokes an evolution in E. coli
behaviour towards the mammary gland due to either bacterial selection or host factors.

Key words: Escherichia coli, bovine, mastitis, persistence, genotype.
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Introduction

For the dairy industry, mastitis is still considered one of the most frequent and costly
production diseases worldwide (Halasa et al., 2007). Concerning the mastitis
pathogens, they are typically classified in two distinct groups; contagious or
environmental. The contagious pathogens are adapted to survive within the mammary
gland. On the other hand, environmental pathogens are opportunistic invaders and are
typically rapidly eliminated (Bradley, 2002). Escherichia coli is part of the
environmental pathogens. However, in some cases, persistence in the mammary gland
occurs, indicating that some E. coli that cause mastitis have similar attributes to those
of contagious mastitis pathogens (Fairbrother and Nadeau, 2010). Facing recurrent E.
coli cases can be due to repeated episodes of infection and cure or to a persistent
infection with alternating subclinical and clinical episodes (Zadoks et al., 2011). For
persistence to occur, the mastitis would have to be caused by a single strain.
Demonstration of such persistence is done by using molecular methods such as PCR-
based methods or analysis of chromosomal DNA restriction patterns by pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE). A study elaborated in the United Kingdom demonstrated
that 20.5% of all clinical E. coli mastitis cases arose in persistently infected quarters
(Bradley and Green, 2001). This is evidence that the classification of mastitis
pathogens may not be as clear as previously thought (Bradley, 2002). E. coli
persistence within the udder has never been demonstrated in Canadian diary herds.
Hence, it is important to characterize E. coli isolates from recurrently excreting cows in
order to better understand intramammary infection caused by E. coli in Canada.

Findings will help better understand the possible changes in E. coli behaviour. The
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objectives of the present study were to confirm persistent infection of the udder in
Canadian dairy cows recurrently excreting E. coli from the same quarter and to identify

possible spread of the organism between quarters.

Materials and Methods

Sample Collection

Escherichia coli isolates studied are part of the Mastitis Pathogen Culture Collection
(MPCC) maintained by the Canadian Bovine Mastitis and Milk Quality Research
Network (CBMQRN). The National Cohort of Dairy Farms (NCDF) was set up in the
CBMQRN and is intended to represent the Canadian dairy farm population (Reyher et
al., 2011). The herds were conveniently selected on the basis of location (Alberta,
Ontario, Québec and Atlantic), bulk tank somatic cell count (SCC), housing type and
proportion of Holstein-Friesian cows in the herd. NCDF milk sampling was monitored
during a two-year period (from January, 2007 to December, 2008). During this two
year period, an average of 83 farms participated. Amongst the milk-sampling series,
one focused on clinical mastitis cases. Dairy producers sampled the affected quarter of
cows identified as having clinical mastitis. These samples were taken on the day of the
mastitis diagnosis (M1), and repeated at 2 to 3 weeks (M2), and again at 4 to 5 weeks
(M3) after onset of clinical mastitis. Each sample was associated with a mastitis
clinical score: grade 1, abnormal milk only; grade 2, abnormal milk and swollen
quarter; grade 3, abnormal milk, swollen quarter and sick cow (Sears and McCarthy,
2003). Samples were frozen at the farm and sent monthly to 1 of the 4 laboratories

participating in the Mastitis Laboratory Network.
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Bacteriological culture

Milk samples were cultured as soon as they arrived at the laboratory according to the
established procedures (National Cohort of Dairy Farms, 2009). Briefly, 10 uL of milk
was inoculated on a bi-plate; half Columbia agar with 5% sheep blood and half
MacConkey agar and plates were incubated at 35 + 2°C in normal atmosphere. A first
examination of the plates was done after 18-20 hours of incubation. Plates were
reincubated for an additional 24 hours. Gram-negative bacteria that were lactose and
indole positive, oxidase negative, citrate negative were identified as E. coli. According
to the guidelines of the CBMQRN, these isolates were frozen in trypticase soy broth
with 15 % glycerol when they grew as a pure culture and when there was more than 1

colony/plate.

Cow selection

All cows from which E. coli was isolated more than once during the sampling period
were included in the study. Isolation of the bacteria could be from the same quarter or
from different quarters. For cows from which E. coli was isolated from the same
quarter, the first sample was always associated to clinical mastitis (M1). Subsequent
isolations were either obtained from mastitis follow-up samples (M2 and M3) or were
associated to another mastitis episode (M1). When isolated from different quarters,

excreted E. coli could be from the same day samplings.
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Antimicrobial susceptibility determination

Antimicrobial susceptibility of the E. coli isolates was determined by the broth
microdilution method and interpreted according to the Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008). Table 1 illustrates breakpoints used and general comments
concerning the antimicrobials. For each antimicrobial, four dilutions, including specific
breakpoints, were tested to determine presence of resistance. Cation adjusted Mueller-
Hinton broth was used as the medium for susceptibility testing. The final concentration
of bacteria was approximately 5 x 10° CFU/mL. Trays were incubated at 35 °C = 2 for
16 to 20 hours in a normal atmosphere incubator. E. coli ATCC 25922 was used as a

control standard.

DNA fingerprinting

The genetic profiles of E. coli isolates obtained from the same cows were compared
using PFGE. DNA was extracted, digested using Xbal enzyme and PFGE was done
according to the CDC/PulseNet One-day Standardized Laboratory Protocol for
Molecular Subtyping of Escherichia coli, non-typhoidal Salmonella serotypes, and
Shigella sonnei (CDC, 2004). Briefly, bacterial colonies grown overnight at 35 °C = 2
on Columbia agar with 5% sheep blood were suspended in TE buffer (100mM Tris:
100 mM EDTA pH 8.0). Cell suspension was adjusted using a spectrophotometer with
a 610 nm wavelength for an optical density of approximately 1.35. A 400 uL aliquot of
adjusted cell suspension was put in a 1.5 mL microcentrifuge tube. To this was added
20 uL of Proteinase K (20 mg/mL stock) and then, 400 uL of melted 1% Seakem

Gold: 1% SDS agarose. This mixture was dispensed into plug molds. Plugs were



35

allowed to solidify at room temperature for 10-15 minutes. Plugs were then transferred
in a tube containing 5 mL of the cell lysis buffer (50 mM Tris: 50 mM EDTA, pH 8.0
+ 1% Sarcosyl) and 25 uL of Proteinase K (20 mg/mL stock). Plugs were incubated in
a 54°C shaking water bath for 1.5-2 hours. After lysis, the buffer was removed and 10-
15 mL sterile Ultrapure (Reagent Grade Type 1) water was added to each tube. The
tubes returned to the shaking water bath for 10-15 min at 50 °C. The water was
removed and plugs were washed with TE buffer (10 mM Tris: ImM EDTA, pH 8.0) in
the shaking water bath for 10-15 min at 50 °C. This last step was repeated three more
times. Plugs were stored in TE buffer at 4°C until needed. For restriction digestion of
DNA, a 2.0 mm wide plug slice was incubated in a 37°C water bath with Xbal
restriction enzyme (50 U/sample) and H buffer (Roche Molecular biochemical or
equivalent). Plug slices were casted in a 1% SeaKem Gold agarose gel using 0.5X Tris-
borate EDTA buffer (TBE). The electrophoresis was run on the CHEF-DR II module
(Bio-Rad Laboratories) with the following conditions: initial A time, 2.2 s; final A
time, 54.2 s; volts/cm, 6; temperature, 14°C and run time, 18 hours. The initial running
buffer for all samples was 0.5X TBE. HEPES buffer was used when smears, probably
due to DNA degradation, were detected and interfered with fragment analysis (Koort et
al., 2002). With this buffer, the following electrophoresis conditions were used: initial
time, 5 sec; final time, 70 sec; volts/cm, 4; temperature 14°C and run time; 24 hours.
Salmonella Braenderup strain H9812 was used as a DNA size standard. When the
electrophoresis run was over, gels were stained with 40 uL of ethidium bromide stock

solution (10 mg/mL) for 20-30 min.
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Interpretation and definitions

When comparing antimicrobial resistance patterns, detection of an identical pattern (i.e
same phenotype) in a same cow served as a preliminary indication of persistence. The
PFGE patterns were analysed visually, independently for each cow and were
interpreted according to the criteria established by Tenover et al., 1995.
Indistinguishable strains have identical patterns; closely related strains have 2-3
fragment differences, possibly related strains have 4-6 fragment differences and
different strains have = 7 fragment differences.

A persistent infection was considered when the same E. coli genotype was identified in
the same quarter of the same cow at least twice in the two-year sampling period.
Spread between quarters was considered when the same E. coli phenotype and

genotype was identified in different quarters of the same cow.

Results

During the two-year sampling period, 134 346 milk samples were collected for
analysis. A total of 7 622 samples were associated with clinical mastitis and follow-up
samples. E. coli was isolated in 11% of these samples and was thus the second most
common pathogen isolated from clinical mastitis and from follow-up samples.
Staphylococcus aureus was the most commonly isolated pathogen. (Reyher et al.,
2011). When the MPCC database was consulted for this study (at the beginning of
2009), most of the data from the two year sampling period was available. At that
moment, according to the compiled results, 342 E. coli isolates of interest were

recovered and frozen. These E. coli were cultured from clinical mastitis and follow-up
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samples. Follow-up sampling was part of the process and was not necessarily
associated with mastitis clinical signs. The 342 E. coli were isolated from 299 cows. Of
these 299 cows, a selection was done targeting cows with multiple E. coli shedding.
Thus, two groups of cows were established for the study (Table 2). First, a total of 22
cows that repeatedly shed E. coli (twice or three times) from the same quarter was
selected and is referred hereafter as “Group 1. The first isolation of E. coli was always
associated with a clinical mastitis episode (M1). In addition, 15 cows were chosen
because E. coli was isolated twice, but in different quarters and referred hereafter as
“Group 2”. One cow met criteria to be included in both groups (cow 5, shown in group
1 in table 2), having isolates detected repeatedly in quarters 2 and 4. A total of 80
isolates were available for analysis. These isolates are from 24 farms out of the 83

farms participating in the NCDF.

Antimicrobial resistance

Overall, 32.5% (26/80) of the tested E. coli isolates were resistant to at least one
antimicrobial. The most frequent resistances were for tetracycline (23.8%), ampicillin
(20%) and cephalothin (13.8%). No resistance was detected to enrofloxacin.
Antimicrobial resistance in isolates of Group 1 was: ampicillin (26%) cephalothin
(18%), ceftiofur (8%), spectinomycin (6%), tetracycline (30%) and SXT (10%). For
Group 2 isolates, antimicrobial resistance was: ampicillin (10%) cephalothin (6.7%),
ceftiofur (6.7%), spectinomycin (3.3%) tetracycline (13.3%) and SXT (6.7%). Twenty
(91%) cows of the Group 1 and ten (67%) cows of Group 2 were infected with E. coli

sharing the same antimicrobial resistance pattern over time or between quarters (Tables
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3 and 4).

Persistence and contagion

A total of 77% (17) of cows from the Group 1 showed indistinguishable PFGE patterns
(Table 3). Furthermore, a closely related pattern was observed for isolates from the
cow 8. Hence, the proportion of persistently infected cows was 6% (18/299) for this
two-year study. Three cows (6, 12 and 22) excreted isolates with different PFGE
patterns and one cow (3) excreted an isolate, which was untypable. The longest
observed persistence period was 45 days (cow 1). Among the 299 cows presenting a
E. coli clinical mastitis, 342 sampling periods were associated with E. coli shedding.
Thus, a total of 12.2 % (42/342) of all intra-mammary infections were associated with
E. coli that had the ability to persist in the mammary gland. Two cows of the Group 2
were infected by isolates presenting identical PFGE patterns, suggesting spread
between quarters or contagion (Table 4). This represents 1.2% (4/342) of all E. coli
cases during the study period. On both occasions, the same genotype was found in the
same cow and at the same time. In cow 5 (Group 1), E. coli in quarters 2 and 4 were

identical and persisted.

Discussion

Mammary infections caused by E. coli are generally considered to be of short duration
and non contagious. Transient infections usually have a duration of 10 days or less
(White et al., 2010). Also, E. coli mammary infection usually ends with death of either

the host or the pathogen (Zadoks et al., 2011). However, in some cases persistent
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infection and transmission of E. coli between quarters occurs (Bradley and Green,
2001). In the current study, the proportion of E. coli isolated in recurrent quarters due
to the same genotype was 12.2%. This proportion is slightly higher or very similar to
previous reports from outside Canada. In a study including 7 dairy herds in the
Netherlands, a proportion of 9.1% was reported (Lam et al., 1996). Dopfer and
colleagues described the same phenomenon where a proportion of 4.77% was detected
in a cohort of 300 Dutch dairy farms (Dd&pfer et al., 1999). However, the proportion of
cases that arose in persistently infected quarters is lower than previous report by
Bradley and Green. They monitored 6 dairy herds in England and indicated that a total
of 20.5% of all E. coli mastitis cases in their study took place in persistently infected
quarters, as measured by recurrence of clinical mastitis (Bradley and Green, 2001).
Bradley and Green presented their results as a shift in the behaviour of mastitis causing
E. coli, due to a change in susceptibility of the bovine population to this type of
infection or due to a change in the behaviour of E. coli (Bradley and Green, 2001). The
lower proportion in the current Canadian study could be associated with a geographical
difference, due to a different “evolution” of the E. coli strains or due to a difference in
possible cow factors involved in the initial removal of infection. Also, some of the
producers did not respect the sampling schedule and some of the samplings were
omitted after the detection of the clinical mastitis. This might have a slight impact on

the final proportion of persistence.

Recurrent cases of E. coli mastitis could previously be reported without the use of

DNA fingerprinting (Hogan et al., 1989). In fact, these cases were designated as
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“potential repeated cases”. Unfortunately, this could be misleading. In this study, if
only antimicrobial resistance profiles were used for interpretation, we would have had
a proportion of persistent quarter infection of 13.5% (46 out of 342). This is close to
our final proportion of 12.2%, but DNA fingerprinting allowed us to be more accurate
as we found that two additional cows were not persistently infected. For cows in Group
2, DNA fingerprinting allowed us to prove that 8 of these cows were not infected with
the same E. coli genotype in different quarters. On the other hand, all of the cows with
the same genotype had the same antimicrobial resistance phenotype. Recurrent cases of
E. coli excretion or mastitis can occur either as a result of reinfection from the
environment or as a result of actual persistence of a single strain of E. coli within the
mammary gland (Bradley and Green, 2001). E. coli isolates present in the cow’s
environment are considered to be very heterogeneous allowing DNA fingerprinting to
differentiate between repeated episodes of infection or persistence. Repeated episodes
are more likely to be due to chance or to increased cow level susceptibility to infection
(Zadoks et al., 2011). All of the studies mentioned above, including this one, utilized
DNA fingerprinting, such as enterobacterial repetitive consensus typing or PFGE, to
differentiate recurrent from persistent infection. In this study, antimicrobial resistance
patterns were used as a preliminary potential indicator of persistent intra-mammary
infection (IMI) or contagion. This was not a good indicator because, out of the 16
times the PFGE pattern was different, 10 antimicrobial resistance patterns were

1dentical.

The total duration of persistence in this study ranged from 6 to 45 days. Cow 4 (group
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1) was resampled too early (6 days after clinical mastitis). Since a transient infection
can be present for 10 days or less, the persistence in this case can be questionable, but
this cow was still included in the persistently infected group. Excluding this cow,
persistence range from 13 to 45 days. A previous study reported a range of 12 to 109
days between clinical episodes caused by the same E. coli genotype (Bradley and
Green, 2001). Within the CBMQRN research projects, sampling of milk was part of a
pre-determined protocol requiring follow up samples after the detection of clinical
mastitis. This means that cows repeatedly excreting E. coli in the 5 weeks following
initial mastitis could be easily detectable. However, after the initial sampling period,
dairy producers might have been less motivated in sampling cows with further
recurrent cases of mastitis, already aware of the compromised udder health. This bias
could explain, in part, the fact that no persistence was detected after 45 days. An
interesting aspect of the sampling protocol used by the CBMQRN was the possibility
of detecting E. coli intermittent excretion. Previous studies were more focused on

sampling cows with repeated clinical mastitis or only resampled affected cows once.

The isolation of the same genotype of E. coli associated with mastitis episodes from
different quarters within the same cow was found, but rarely, accounting for 1.2% of
all E. coli cases. This is lower than proportions previously reported from studies done
outside of Canada; 8.5% (Bradley and Green, 2001) and 2.98% (Ddpfer et al., 1999).
As mentioned previously, reinfection with the same strain of E. coli from the
environment is very unlikely, due to the great heterogeneity of this microorganism. In

our case, this could be explained by a spread between quarters followed by expression
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of clinical signs of mastitis at the same time. As for isolates from same quarters (group

1), PFGE was the final method for strain comparison.

Concerning antimicrobial resistance for the isolates of the present investigation, it was
found to be highest for the following antimicrobials: tetracycline; 23.8%, ampicillin;
20% and cephalothin; 13.8%. Resistance to tetracycline and ampicillin were similar,
but slightly higher than recently reported in a Finnish study (Suojala et al., 2011). The
latter described 15.7% resistance for tetracycline and 18.6% resistance for ampicillin.
Also, resistance to tetracycline (24.8%) and first generation cephalosporins (over 15%)
were similar to results reported lately in New York, USA (Srinivasan et al., 2007).
However, Srinivasan and colleagues found a very high resistance to ampicillin
(98.4%). Although enrofloxacin is not licensed for use in lactating dairy cattle in
Canada, it could still be used in an off-label matter. As fluoroquinolons are
antimicrobials of importance in treating human infections we wanted to monitor
presence of possible resistance in the selected isolates. None of the tested isolates

showed resistance to enrofloxacin.

Escherichia coli involved in IMI is generally considered as an opportunistic
environmental pathogen. Data collected previously suggested a degree of adaptation to
the bovine mammary gland (Bradley and Green, 2001). It was mentioned that this
adaptation could be due to several reasons such as the increased ability to sequester
iron, the survival within the mammary neutrophils or the adherence to and invasion of

mammary tissues (Bradley, 2002). A previous study demonstrated that strains from
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persistent IMI causing recurrent cases of clinical mastitis invade faster and in greater
numbers than the strains from single cases (Dopfer et al., 2000). Lately, a study
conducted on the intracellular fate of E. coli in mammary epithelial cells suggested that
E. coli associated with chronic mastitis exploit endocytosis pathways to avoid
bactericidal mechanisms thus allowing intracellular survival (Almeida et al., 2011). To
date, no specific virulence factors have been identified to differentiate persistent and
transient E. coli (Suojala et al.,, 2011; Zadoks et al., 2011). We know that many
different subsets of E. coli have been demonstrated, such as enterotoxigenic E. coli
(ETEC); enteropathogenic E. coli (EPEC) and shiga toxin producing E. coli (STEC). It
is therefore reasonable to expect that another subset more adapted to the mammary
environment exists, but is yet unidentified (Bradley, 2002). Also, in this bovine
mastitis subset, reasons to explain why some strains can persist are left to explore.
Differences in clinical outcomes have already been demonstrated. For instance,
recurrent cases of mastitis caused by the same genotype tend to be less clinically severe
than transient cases of mastitis (Bradley and Green, 2001). Differences in mastitis

strain virotypes are yet to be investigated.
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Tables

Table 1. Tested antimicrobial breakpoints for E. coli mastitis isolates

Antimicrobial Breakpoints (ung/mL) Interpretation
S I R

Ampicillin =8 16 =32 Human data

Cephalothin =8 16 =32 Human data

Ceftiofur =2 4 =38 Cattle mastitis

Enrofloxacin =025 0.5-1 =2 Cattle respiratory disease/Chicken and turkey E. coli

Spectinomycin = 32 64 =128 Cattle respiratory disease
Tetracycline =4 8 =16 Human data
TMP-Sulfa' <238 - =4/76 Human data

"Trimethoprim-sulfamethoxazole combination.

49



50

Table 2. Cows shedding E. coli from the same quarter and from different quarters

Cow Quarter Sampling Sampling Cow Quarter Sampling Sampling
identification identification period date identification identification period date
Same quarter — Group 1 Different quarters — Group 2
Ml 2007.08.16 3 Ml 2008.05.14
1 3 M2 2007.09.14 23 4 Ml 2008.07.06
M3 2007.09.30 4 Ml 2007.05.03
Ml 2007.08.09 24 2 Ml 2007.11.03
2 4 M2 2007.08.27 1 Ml 2007.07.21
Ml 2008.04.01 25 3 Ml 2007.07.22
3 3 M2 2008.04.30 2 Ml 2008.08.17
Ml 2008.08.16 26 1 Ml 2008.08.17
4 ! M2 2008.08.22 2 Ml 2007.09.02
2 Ml 2007.03.20 27 3 Ml 2007.08.17
4 Ml 2007.03.20 4 Ml 2007.05.06
> 2 M2 2007.04.18 28 2 Ml 2007.08.13
4 M2 2007.04.18 3 M3 2007.12.13
Ml 2007.09.26 29 2 Ml 2008.06.21
6 2 Ml 2007.11.02 1 Ml 2007.07.05
Ml 2008.06.09 30 2 Ml 2007.07.05
7 2 M1 2008.07.02 1 Ml 2008.07.22
M2 2008.07.15 31 3 Ml 2008.07.20
Ml 2008.05.14 3 Ml 2008.01.24
8 2 M3 2008.06.19 32 2 Ml 2008.04.15
Ml 2007.02.26 4 Ml 2008.03.17
? 4 M2 2007.03.13 33 2 Ml 2008.03.17
Ml 2007.09.22 1 M2 2007.07.19
10 3 M3 2007.10.20 34 3 Ml 2008.07.30
Ml 2008.06.23 2 Ml 2008.07.22
11 3 M2 2008.07.09 33 4 Ml 2008.09.08
M3 2008.07.30 3 Ml 2008.01.19
Ml 2007.06.29 36 1 Ml 2008.11.06
12 3 Ml 2008.06.18 1 Ml 2007.05.06
Ml 2008.08.16 37 2 Ml 2007.10.24
13 2 M3 2008.09.17
Ml 2008.06.05
14 ! M3 2008.07.07
Ml 2008.03.20
15 4 M2 2008.04.10
M2 2007.10.15
16 ! M3 2007.10.31
Ml 2007.04.03
17 2 M2 2007.04.24
M3 2007.05.07
Ml 2008.05.16
18 4 M2 2008.06.04
Ml 2008.03.03
19 2 M3 2008.04.04
Ml 2007.07.30
20 4 M2 2007.08.14
Ml 2007.04.05
2 4 M2 2007.04.18
Ml 2008.02.02
22 1
Ml 2007.07.08




Table 3. Antimicrobial resistance and PFGE patterns for cows in Group 1

Days

I denfi(f)ina tion betwe‘en rginstti;?niccerggi:m PFGE pattern Interpretation
sampling
1 29 and 16 Identical Indistinguishable Persistence
2 18 Identical Indistinguishable Persistence
3 29 Different One isolate is Inconclusive
untypable
4 6 Identical Indistinguishable Persistence
5 29 Identical Indistinguishable Persistence
6 37 Identical Different No persistence
7 23 and 13 Identical Indistinguishable Persistence
8 36 Identical Closely related Persistence
9 15 Identical Indistinguishable Persistence
10 28 Identical Indistinguishable Persistence
11 16 and 21 Identical Indistinguishable Persistence
12 21 Different Different No persistence
13 32 Identical Indistinguishable Persistence
14 32 Identical Indistinguishable Persistence
15 21 Identical Indistinguishable Persistence
16 16 Identical Indistinguishable Persistence
17 21 and 13 Identical Indistinguishable Persistence
18 19 Identical Indistinguishable Persistence
19 35 Identical Indistinguishable Persistence
20 15 Identical Indistinguishable Persistence
21 13 Identical Indistinguishable Persistence
22 209 Identical Different No persistence
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Table 4. Antimicrobial resistance and PFGE patterns for cows in Group 2

Cow

Days between

Antimicrobial

Identification sampling resistance pattern PFGE pattern Interpretation
23 53 Different Different No spread
24 147 Identical Different No spread
25 1 Identical Different No spread
26 0 Identical Different No spread
27 16 Identical Different No spread
28 99 Different Different No spread
29 191 Different One isolate is Inconclusive

untypable

30 0 Different Different No spread
31 2 Different Different No spread
32 82 Identical Different No spread
33 0 Identical Indistinguishable Spread

34 30 Identical Different No spread
35 48 Identical Different No spread
36 292 Identical Different No spread
37 171 Different Different No spread
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ABSTRACT

Escherichia coli is an environmental mastitis pathogens. However, sometimes, this
pathogen can persist in the mammary gland, indicating that some E. coli that cause
mastitis have attributes resembling those of contagious mastitis pathogens. It is thus
reasonable to assume that transient and persistent E. coli strains exist and that these
harbour specific virulence genes that allow them to interact in a different way with the
host. The objective of the current study was to compare antimicrobial resistance and
virulence genes found in E. coli isolated from persistent intramammary infections and
in E. coli isolated from transient infections in a cohort of 83 Canadian dairy herds
monitored over a 2-year period. Antimicrobial susceptibility was determined by the
broth microdilution and a total of 27 virulence genes, reported in the literature to be
associated with E. coli extra-intestinal infections, were selected and detected by colony
hybridization. Proportion of resistance in persistent E. coli ranged from 0.0%
(enrofloxacin) to 27.8% (ampicillin and tetracycline). Proportion of resistance in
control or transient E. coli ranged from 0.0% (enrofloxacin) to 16.8% (tetracycline).
For each additionnal antimicrobial resistance, odds of being classified as a persistent
isolate increased by a factor of 1.6 (95% CI: 1.1, 2.4). Resistance to ampicillin (OR:
9.8, P<0.01) and to cephalothin (OR: 7.6, P=0.02) were both associated with higher
odds of being a persistent E. coli. Isolates harboring gene iroN had 5.4 times higher
odds (95% CI: 1.2, 24.0) of being classified as persistent isolates. Similarly, isolates
testing positive to virulence gene sit4 had 8.6 times higher odds (95% CI: 2.8, 27.1) of
being classified as persistent isolates. In conclusion, this study confirmed that

persistent intramammary E. coli were different from transient E. coli. Findings
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concerning iron-acquisition have shed new light on the mechanisms of long-term
intramammary survival.
Key words: Escherichia coli, bovine, mastitis, persistance, virulence, antimicrobial

resistance

Introduction

Mastitis is considered one of the most frequent and costly production diseases for the
dairy industry worldwide (Halasa et al., 2007). Mastitis pathogens are classified in two
distinct groups; contagious or environmental. Contagious pathogens are adapted to
survive within the mammary gland and can be transmitted from cow to cow or from
quarter to quarter mainly during milking. On the other hand, environmental pathogens
are opportunistic invaders and are rapidly eliminated (Bradley, 2002). Escherichia coli
is an opportunistic environmental pathogen. However, in some cases, persistence in the
mammary gland occurs, indicating that some E. coli that cause mastitis have similar
attributes to those of contagious mastitis pathogens (Fairbrother and Nadeau, 2010). A
study conducted in the United Kingdom demonstrated that 20.5% of all clinical
mastitis cases associated with E. coli arose in persistently infected quarters (Bradley
and Green, 2001). Also, in a recent study (Fairbrother, J.H., University of Montreal, St-
Hyacinthe, Canada, unpublished data) conducted on Canadian commercial dairy farms,
12.2% of all E. coli intramammary infections (IMI) appeared to be persistent. Thus, it
is reasonable to assume that transient and persistent E. coli strains exist, harbouring
specific virulence genes that allow them to interact in different ways with the host. To

date, however, no specific virulence factors permitting the differentiation of isolates
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causing or not mastitis have been identified (Zadoks et al., 2011). Furthermore, despite
differences in phenotypic traits in vitro, no specific genetic differences permitted the
differentiation of transient and persistent E. coli IMI (Zadoks et al., 2011). Finally, to
date, the severity of clinical signs and outcome of the disease have been largely
attributed to the host-characteristics (Burvenich et al., 2003). The objective of the
current study was to compare antimicrobial resistance and virulence gene profiles

found in E. coli isolated from persistent IMI and in E. coli isolated from transient IMI.

Materials and Methods

Sample Collection

Escherichia coli isolates studied were part of the Mastitis Pathogen Culture Collection
(MPCC) maintained by the Canadian Bovine Mastitis and Milk Quality Research
Network (CBMQRN). A cohort of dairy farms, the National Cohort of Dairy Farms
(NCDF), was set up by the CBMQRN and was intended to represent the Canadian
dairy farm population (see Reyher et al., 2011 for details). Herds were conveniently
selected on the basis of location (Alberta, Ontario, Québec and Atlantic), bulk tank
somatic cell count (SCC), housing type, and proportion of Holstein-Friesian cows in
the herd. Herds were followed over a two-year period (from January, 2007 to
December, 2008), numerous udder health parameters being recorded and milk samples
series collected. During this time, an average of 83 farms participated. Amongst the
milk-sampling series, one focused on clinical mastitis cases. Dairy producers sampled
the affected quarter of all cows identified as having clinical mastitis. Samples were

taken on the day of the mastitis diagnosis (M1), and at 2 to 3 weeks (M2) and 4 to 5
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weeks (M3) after onset of clinical mastitis. Each sample was associated with a mastitis
clinical score: grade 1, abnormal milk only; grade 2, abnormal milk and swollen
quarter; grade 3, abnormal milk, swollen quarter and sick cow (Sears and McCarthy,
2003; Reyher et al., 2011). Samples were frozen at the farm and sent monthly to 1 of
the 4 laboratories participating in the Mastitis Laboratory Network. Clinical mastitis

samples were thawed and cultured as soon as they arrived at the laboratory.

Bacteriological culture

Bacteriological culture was done according to the established procedures (National
Cohort of Dairy Farms, 2009). Briefly, 10 uL of milk was inoculated on a bi-plate; half
Columbia agar with 5% sheep blood and half MacConkey agar and plates were
incubated at 35 + 2°C in a normal atmosphere. A first examination of the plates was
done after 18-20 hours of incubation. Plates were reincubated for an additional 24
hours. Gram-negative bacteria that were lactose and indole positive, oxidase negative,
citrate negative and variable motility were identified as E. coli. According to the
guidelines of the CBMQRN, these isolates were frozen in trypticase soy broth with 15
% glycerol when they grew as a pure culture and when there was more than 1

colony/plate.

Selection of isolates

Isolates were selected according to previous DNA fingerprinting results using pulse-
field gel electrophoresis (Fairbrother, J.H., University of Montreal, St-Hyacinthe,

Canada, unpublished data). During the two-year sampling period, 18 quarters from 18
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cows each excreting the same E. coli genotype for a certain period of time (mean of
25.94 days with a 10.74 standard deviation) were identified. Isolates from these
quarters were defined as persistent isolates and selected for the current study. In
addition, 79 isolates from quarters presenting a transient E. coli IMI were chosen as
controls. For inclusion in the latter group, quarters were required to have a complete
clinical mastitis case series (M1, M2 and M3 samples), with an E. coli isolated from

the M1 sample and no subsequent E. coli isolated during the two-year sampling period.

Antimicrobial susceptibility determination

Antimicrobial susceptibility of the E. coli isolates was determined by the broth
microdilution method and interpreted according to the Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008). Table 1 illustrates breakpoints used and general comments
concerning the antimicrobials. For each antimicrobial, four dilutions, including specific
breakpoints, were tested to determine presence of resistance. Cation adjusted Mueller-
Hinton broth was used as the medium for susceptibility testing. The final concentration
of bacteria was approximately 5 x 10° CFU/mL. Trays were incubated at 35 + 2°C for
16 to 20 hours in a normal atmosphere incubator. E. coli ATCC 25922 was used as a

control standard.

Virulence genes

A presence of a total of 27 virulence genes (Table 2), reported in the literature to be
associated with E. coli extra-intestinal infections, was examined in isolates as follows:

Colony hybridization
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The DNA amplicons were labeled with [a->’PJCTP by using a DNA labeling kit
(Amersham Pharmacia Biotech Inc.). Colony hybridization was performed as
described previously (Harel et al., 1991). Briefly, isolates were spot inoculated on
Luria-Bertani agar and incubated at 37 + 1°C for 15-18 hours. Colonies were then
transferred to Whatman 541 filter papers by direct contact for two hours. The Whatman
filter papers were then peeled off and placed, colony side up, on Whatman 3MM filter
papers soaked with each of the following solutions: 1) 10% sodium dodecyl sulphate
(SDS) for 3 minutes; 2) 0.5 M NaOH-1.5 M NacCl for 15 minutes, and; 3) 0.5 M Tris
hydrochlorate (pH 7.5) twice for 5 minutes each time. The filters were then air dried at
room temperature. For hybridization, filters were at first placed in a pre-hybridization
solution, which consisted of 3 X SSC (1X SSC is 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium
citrate), 10X Denhardt solution (1X Denhardt solution is 0.02% Ficoll [ Sigma-Aldrich]
and 0.02% bovine serum albumin) 1% heat-denatured salmon sperm DNA, and 0.01%
SDS for one hour at 65°C. Then, the pre-hybridizing solution was removed and
replaced with fresh solution containing about 10° cpm of the appropriate heat-
denatured, **P labeled DNA probe per filter. Hybridization was carried out under
agitation at 65°C overnight. The filters were then washed in 3 X SSC with 0.1% SDS
three times for 30 min each time at 65°C and air-dried. The filters were finally exposed
to X-ray film for three hours at -80°C and developed. Strains used as positive controls

are listed in table 2. ECL3463 was used as the negative control.

Statistical methods

Initially, descriptive statistics were computed and analyzed. Unique antimicrobial
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resistance and virulence genes profiles were then constituted and the number of
persistent and control E. coli isolates per profile computed. Then, unconditional
associations were modeled with IMI persistence as the outcome and resistance to
antibiotic or presence of specific virulence genes as explanatory variables using a
multilevel logistic regression accounting for clustering of observation per farm using
MIWin version 2.27. The same model was used to evaluate associations between IMI
persistence and clinical mastitis severity, days in milk, and parity. The impact of the
number of virulence genes possessed by a given isolate and of the number of
antimicrobials to which resistance was observed was also tested in the multilevel
model.

The simpson diversity index (Ricotta, 2005) was then computed for each population
using Past version 2.17 to compare genetic diversity (based on virulence gene profiles)
between persistent E. coli and control isolates. The simpson index is commonly used to
measure homogeneity of a community and ranges from 0 (one taxon completely
dominate the community) to 1 (all taxa are equally present). Bootstrapping was used to
generate 95% confidence intervals (CI) for the Simpson diversity index. To preserve
independence of the data, only one persistent and one control E. coli isolate per farm
were used for these analyses. To achieve this, one isolate was randomly selected for
inclusion (using SAS proc survey procedure) whenever there were two or more isolates
for a given population of isolates on a given farm.

Approximate power calculations were conducted using PASS (Hintze, 2001).
Sample size for the current study was bounded by the very limited number of persistent

E. coli strains (n=18) that could be retrieved from the 2 year cohort. Consequently,
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retrospective power calculations were conducted to identify power to detect statistical
differences for different combination of strength of association and proportion of
isolates presenting a specific characteristic (e.g. a virulence gene) given the number of

isolates available and using an alpha of 0.05.

Results

Resistance to antimicrobials

Proportion of resistance in persistent £.coli isolates ranged from 0.0% (enrofloxacin) to
27.8% (ampicillin and tetracycline); (Table 1). Proportion of resistance in control
E.coli isolates ranged from 0.0% (enrofloxacin) to 16.8% (tetracycline). Among the
persistent strains 38.9% showed resistance to at least one antimicrobial, whereas
multiresistance was only observed in 17.8% of the control isolates. Resistance to
enrofloxacin, however, was never observed. Ten unique antimicrobial profiles were
observed. The antimicrobial resistance profile was not significantly associated with
persistence of IMI. The number of antimicrobials to which a strain was resistant, on the
other hand, was significantly associated with persistence of the isolate. For each
additional antimicrobial resistance, odds of being classified as a persistent isolate
increased by a factor of 1.6 (95% CI: 1.1, 2.4). Similarly, demonstrating resistance to at
least one antimicrobial was associated with 3.0 (95% CI: 1.0, 9.2) times higher odds of
being classified as a persistent isolate. Resistance to ampicillin and to cephalothin were

both associated with higher odds of being a persistent E. coli isolate (Table 1).
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Presence of virulence genes

Among the control isolates studied, 74.7% harbored at least one of the virulence genes
under investigation, whereas 83.4% of the persistent isolates tested positive to at least
one of the virulence genes (Table 3). The sfad, stxI, and stx2 genes were never
observed. Furthermore, f17, cdtB-1, kpsM-II, ibeA, clpG-31a, neuC, and usp were
observed solely in control isolates. Associations between presence of the gene and
persistence of the IMI could, therefore, not be evaluated for these ten genes. On
examination of virulence gene combinations, 41 unique virulence gene profiles could
be constituted. No virulence gene profile was associated with persistence of the IMI. In
general, odds of IMI persistence increased with number of virulence genes harbored
(OR: 1.1; 95% CI: 0.94, 1.3), but this association was not statistically significant.
Isolates harboring iroN had 5.4 times higher odds (95% CI: 1.2, 24.0) of being
classified as persistent isolates. Similarly, isolates positive for sit4 had 8.6 times higher
odds (95% CI: 2.8, 27.1) of being classified as persistent isolates. When virulence gene

iroN was detected, sit4 was always present.

Additionnal observations

Days in milk and parity were not significantly associated with persistence of the IMI.
Mastitis clinical score, however, was significantly associated with IMI persistence.
Mastitis cases with a severity score of 2, for instance, had 18.6 times higher odds (95%
CI: 2.2, 155.2) of being non-persistant compared to cases with severity score of 1.
Masitis cases with a severity score of 3 had 2.1 times higher odds (95% CI: 0.6, 8.0) of

being non-persistent compared with cases with severity of 1.
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Relatively high Simpson’s index of genetic diversity were observed in both
persistent (Simpson’s index: 0.90; 95% CI: 0.75, 0.92) and control (Simpson’s index:
0.90; 95% CI: 0.82, 0.93) E. coli isolate populations suggesting a wide range of
different E. coli strains. Genetic diversity was not statistically different among the two

E. coli populations studied.

Power of the study

The current study had 83% power to detect an association corresponding to an
odds ratio of 3.5 (e.g. 3.5 times higher odds of IMI persistence when a specific gene
was present) for relatively common characteristics or genes (i.e. observed in 50% of
isolates). For characteristics or genes observed in only 25% of isolates, the current
study had 82% power to detect association corresponding to an odds ratio of 4.0.
Finally, for relatively uncommon characteristics or genes (i.e. observed in 10% of
isolates), the current study had 80% power to detect association corresponding to a
odds ratio of 6.5. For these calculations, clustering of observations by herd was not

taken into account. Power reported is, therefore, possibly slightly overestimated.

Discussion

Antimicrobial resistance results generated in different studies cannot be easily
compared. The comparison of data requires common methodology and preferentially a
presentation of the data as MIC distribution (Schwarz et al., 2010). The proportion of

resistance in IMI E. coli isolates studied here was found to be highest for tetracycline
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and ampicillin. Acquired resistance to tetracyclines is widespread for many bacteria,
considerably reducing the usefulness of this antimicrobial (Giguere, 2006). Also, it has
been reported that many E. coli causing bovine mastitis are resistant to aminobenzyl
penicillins (Prescott, 2006a). We also found that frequency of resistance to cephalothin
was among the highest in our study. This is not surprising as this first-generation
cephalosporin is susceptible to the same plasmid-mediated beta-lactamase as ampicillin
(Prescott, 2006b). On the other hand, we did not detect any resistance to enrofloxacin.
Although the use of this drug is indicated for the treatment and control of bovine
respiratory disease in beef and non-lactating cattle in Canada, extra-label drug use is
not recommended but not legally prohibited (Walker and Dowlin, 2006). Nevertheless,
in view of the importance in human medicine of this antimicrobial, we felt it of interest
to investigate resistance. Interestingly, it was possible to differentiate our persistent and
control isolates on the basis of antimicrobial resistance, the former showing a higher
proportion of resistance to at least one antimicrobial and being resistant to a higher
number of antimicrobials. However, no particular antimicrobial resistant pattern was
associated with the persistence of E. coli, although we demonstrated that strains
resistant to ampicillin or cephalothin had higher odds of persisting in the mammary
gland.

Frequency of resistance to tetracycline and ampicillin in persistent isolates was also
greater than that reported in a Canadian national study, where strains from the
CBMQRN were also studied but at a larger scale (Saini et al., 2012). For the latter,
MIC values were determined for 394 isolates from 394 quarters of 353 cows on 76

dairy farms. Resistance to tetracyclines was the most common followed by sulfomides
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and ampicillin. Overall frequency of resistance to tetracyclines was of 14.8%, being
lower than that found in our persistent strains (27.8%), but very similar to that in the
control strains (16.5%). In addition, fewer E. coli isolates were resistant to ampicillin
(8.2%) in the national study, being lower than that found in our persistent group
(27.8%), but slightly higher than that of our control group (3.8%).

Many unique virulence gene profiles (n=41) were detected both in persistent and
control isolates although none of these profiles were associated with the ability to
persist. This shows that E. coli causing IMI have a high genotypic variability. This
finding has previously been reported, with different virulence factor panels being
evaluated (Kaipainen et al., 2002; Wenz et al., 2006; Ghanbarpour and Oswald, 2010;
Fernandes et al., 2011). However, it has also been shown that the genotypic diversity of
mastitis strains does not reflect the diversity found in the environmental E. coli
population (Blum and Leitner, 2013). This un-identical genotypic distribution suggests
that some level of selection takes place. Despite many attempts to identify specific
virulence genes associated with IMI E. coli, these isolates mostly lack known virulence
genes (Kaipainen et al., 2002; Lethlainen et al., 2003; Wenz et al., 2006; Ghanbarpou
and Oswald, 2009; Suojala et al., 2011; Blum and Leitner, 2013). Nonetheless, the
knowledge that the E. coli isolates involved in bovine mastitis may form a subset
different to environmental isolates (Blum et al., 2008; Blum and Leitner, 2013), is
suggestive that certain genetic traits permit E. coli to adapt to the intra-mammary
ecology.

Clear differences with regards to invasion and survival in mammary epithelial cells

in vitro have been described to distinguish E. coli isolates from transient and persistent
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infections (Almeida et al., 2011; Ddopfer et al., 2000). Nevertheless, no clear genetic
differences have been identified between E. coli IMI isolates causing persistent or
acute infections (Zadoks et al., 2011). In the present study, a collection of E. coli
isolates causing bovine mastitis was compared to a set of strains isolated from
persistently infected cows. Proportions of detected virulence genes were generally low.
Higher proportions were found amongst the iron acquisition genes (fyuAd, irpl, irp2 and
sitA) and for the increased serum survival gene (iss). The highest proportion for
persistent strains was for sit4 (55.6%) and for iss (54.4%) for control strains. To our
knowledge, no previous study has reported sit4 as being an important virulence gene
for bovine mastitis strains. This could be explained by the fact that sit4A was only
detected in 12.7% of the control strains, thus not usually considered important in acute
mastitis isolates. On the other hand, iss has been reported and serum resistance is the
only trait known to be as a common finding in E. coli mastitis strains (Blum and
Leitner, 2013). The iss gene was identified for the first time in a human septicemic E.
coli (Johnson et al., 2008). Over the past years, efforts to identify virulence genes of
importance in EXPEC strains, as compared to other E. coli, have been unrewarding.
However, iss has stood out and was identified as being significantly more associated
with avian pathogenic E. coli (APEC) than with fecal isolates from healthy birds
(Pfaff-McDonough et al., 2000). Also, it has been reported that iss was detected in 75
to 91% ExPEC isolates and in 49 to 57% fecal isolates (Johnson et al., 2008). To date,
serum resistance is the only virulence factor that has repeatedly been reported in E. coli
mastitis isolates (Blum and Leitner, 2013). Serum resistance can be reported in many

ways. For instance, when using molecular methods, the traT or iss genes can be
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detected. Only in the past years, tral was detected in 37% of Finnish isolates and in
41% of Israeli isolates (Kaipainen et al., 2002). Later, iss was detected in 16.7% of
Finnish isolates (Suojala et al., 2011) and in 33% of Israeli isolates (Blum and Leitner,
2013). Once again, in the latter study, similar rates for the presence of iss were found
in the mastitis and environmental isolates. In the present study, findings were similar
for persistent (44.4%) and control isolates (54.5%). Several studies have demonstrated
that most mastitis pathogens (gram-positive bacteria and E. coli) are serum-resistant,
although other studies show that serum resistance is not a prerequisite for coliform
bacteria to cause IMI (Rainard, 2003).

Interestingly, isolates possessing iroN and sit4 had higher odds of being persistent.
To our knowledge, this had never been reported previously. In Finland, it was reported
that isolates positive for S and P fimbriae, CNF1 and CNF2 were significantly
associated with persistent mastitis (Lehtolainen et al., 2003). This was not the case in
our study. However, it is important to keep in mind that isolates in the Finland study
were considered as persistent if the second sample, taken 3 to 4 weeks later, had
growth of E. coli. However, no genotyping was done to prove the persistence ability of
the isolates. Later, a second study was carried out on E. coli isolates originating from
65 dairy herds in Southern Finland, in which persistence of IMI was confirmed by
PFGE. In the statistical model used, no virulence factor or antimicrobial resistance trait
was associated with the persistence of E. coli IMI (Suojala et al., 2011).

iroN and sitA are both associated with iron acquisition. iroN codes for a novel
catecholate siderophore. This virulence gene, in combination with other genes, was

found to be significant in distinguishing between commensal, neonatal diarrhea and
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post-weaning disease E. coli clones in pigs (Chapman et al., 2006). Also, along with
sitA, a putative iron transport gene, and other genes involved in iron metabolism, iroN
is typically found in isolates of the APEC pathotype (Rodriguez-Siek et al., 2005). This
may be an indicator of the importance of iron in the pathogenesis of persistent E. coli
IMI. However, it is important to consider that the present study only reports the
presence of these genes and does not demonstrate that they are functional. E. coli
strains that possess the ability to persist in the mammary gland require a means to
express this particular trait, such as adherence or the ability to survive intracellularly
(Bradly and Green, 2001). It has already proven experimentally that serum resistance
permits strains to survive a prolonged time period in the mammary gland. The retention
within the gland resulted in bacterial survival within neutrophils and reappearance of
clinical signs of mastitis with time (Hill et al., 1979).

The persistent cases of IMI tended to be milder than control cases. This has been
previously reported and could favour chronicity, causing a less dramatic response by
the host (Bradley and Green, 2001).

Given the number of persistent E. coli isolates that could be retrieved form the 2 year
cohort, the current study had limited power to detect statistically significant association
between presence of a gene and IMI persistence. For this reason, the authors can hardly
conclude, based on 95% CI or P-value solely, on absence of association for genes
showing relatively weak association with IMI persistence. For instance, numerous
genes showed association corresponding to odds ratio between 1.0 and 1.5 and the
power of the study does not sanction conclusions on the statistical irrelevance of these

genes. Nevertheless, one could still conclude that, if the observed association truly
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exists, this association is nonetheless relatively weak and, therefore, the associated
gene is not likely to be an essential component of IMI persistence. Furthermore, given
the number of quarters followed (n=24,000/year for 2 years) and sampled (n=3,000
quarters sampled repeatedly) to obtained these 18 persistent IMI, it is quite unlikely
that future larger, and more powerful, studies will be able to further elucidate the role
of the virulence genes that were weakly associated with persistence.

In conclusion, this study confirmed that persistent IMI E. coli are different than the
ones isolated from transient IMI. This information concerning iron-acquisition has
shed new light on the mechanisms of long-term intra-mammary survival. However,
although certain traits were identified to differentiate persistent and transient E. coli
strains, suggesting that a certain level of selection takes place, genetic diversity was not
different among the two populations studied. Further efforts, such as whole genome
sequencing, are still needed to identify additional traits associated with a better

bacterial adaptation to the mammary gland environment.
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Tables

Table 1. Proportion of antimicrobial resistance in persistent and control E. coli isolates

Breakpoints (ng/mL) % Resistant isolates observed
Persistent Control
E.coli E.coli

Antimicrobial S I R Interpretation n=18 n=79 OR' 95% CI P-value
Ampicillin B 16 =32 Human data 27.8 3.8 9.8 2.1,45.8 <0.01*
Cephalothin B 16 =32 Human data 22.2 2.8 7.6 1.5,39.4 0.02*
Ceftiofur <2 4 >8 Cattle mastitis 11.1 1.3 11.8 0.89, 157.1 0.06
Enrofloxacin <025 0.5-1 =2 Cattle respiratory disease/Chicken and turkey E. coli 0.0 0.0 - - -
Spectinomycin =32 64 =128 Cattle respiratory disease 5.6 1.3 4.4 0.25,77.3 0.31
Tetracycline <4 8 =16 Human data 27.8 16.5 1.9 0.56, 6.7 0.29
TMP-Sulfa’ <2/38 - =4/76 Human data 11.1 5.1 2.3 0.37,13.9 0.38

""Unconditional association (odds ratio) between presence of resistance to a specific antimicrobial and odds of being a persistent E. coli isolate.
* Trimethoprim-sulfamethoxazole combination.

* Statistically significant associations (P-value < 0.05)



Table 2. List of 27 virulence genes under investigation
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Virulence gene/activity

Function

DNA sequence (5'—3’)

Amplified
product (bp)

Control strains

Reference article

Adhesins
bmaE

F17
hral
papC
sfaA
clpG-31a
Invasins
afaD8
ibeA

Toxins
cdtB-1

cnfl
cvaC
hlyA
stx1

stx2

M-agglutinin major subunit

F17a pili major sub-unit
Hemagglutinin - non fimbrial adhesin
Pilus assembly, pap operon

Type S fimbriae major sub-unit

CS31A Coli surface-associated

Invasin, AFA-8

Invasion protein

Cytolethal distending toxin | (b subunit)

Cytotoxic necrotizing factor 1

Colicin V, conjugative plasmids (traT, iss and
antibmicrobial resistance)

Alpha-hemolysin (chromosome)

Shiga-like toxin |

Shiga-like toxin Il

For: ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG

Rev: AGGGGGACATATAGCCCCCTTC
For: TATCCTTGGAATACTGGCGG

Rev: CCAGTGGTGTAATCCGTGTT

For: TCACTTGCAGACCAGCGTTTC

Rev: GTAACTCACACTGCTGTCACCT

For: GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG
Rev: ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
For: CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
Rev: CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
For: GCACAATTACTGCTGATGCG

Rev: GTTATAAGTTACTGCCACGTTC

For: GTTGAACTGAGTCTTAATACCAGTG
Rev: TGAGCATTCTCCGCTAACTGATAAT
For: AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC
Rev: TGGTGCTCCGGCAAACCATGC

For (al): AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA
Rev (a2): AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTTA
For (s1): GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG
Rev (s2): GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG
For: TTATATAGTCGTCAAGATGGA

Rev: CACTAAGCTTTACAATATTGAC

For: CACACACAAACGGGAGCTGTT

Rev: CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT

For: AGCCGGAACAGTTCTCTCAG

Rev: CCAGCATAACAGCCGATGTA

For: TTAGACTTCTCGACTGCAAAG

Rev: TGTTGTACGAAATCCCCTCTG

For: CTATATCTGCGCCGGGTCTG

Rev: AGACGAAGATGGTCAAAACG

507

300

537

328

410

710

280

170

430

634

680

526

531

327

ECL12344

ECL13256

ECL1033

ECL13256

94-279-171

31a

ECL13455

ECL12312

ECL9632

ECL13455

ECL12364

ECL7805

ECL6611

ECL6611

Chapman et al., 2006
Cid, D. et al., 1999
Ewers, C. et al., 2007
Daigle, F. et al., 1994
Hilali, F. et al., 2000
Girardeau, J.P. et al,

1991

Hilali, F. et al., 2000

Ewers, C. et al., 2007

Chapman et al., 2006

Oswald, E. et al., 1994
Chapman et al., 2006
Sandhu et al. 1997
Woodward et al., 1992

Woodward et al., 1992




Table 2. List of 27 virulence genes under investigation (continued)
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Virulence gene/activity

Function DNA sequence (5'—3’)

Amplified
product (bp)

Control strains

Reference article

Capsule synthesis
kpsM-I1

Iron acquisition
fepC

fyuA

irp1

irp2

iroN

iutA

SitA

Additional virulence genes

iss

malX

neuC

Tsh

Usp

Polysialic acid transport proteins, group Il (K1, K4, For: GCGCATTTGCTGATACTGTTG
K5, K7, K12, K30, K42, K92) Rev: CATCCAGACGATAAGCATGAGC

Ferric enterobactin transport ATP-binding protein For: TACCTGGATAATGCTGTCGG
Rev: ATGGTGTTGATGGGGCTGGC

Yersinia siderophore receptor (ferric For: TGATTAACCCCGCGACGGGAA
yersiniabactin uptake) Rev: CGCAGTAGGCACGATGTTGTA
Protein for biosynthesis of yersiniabactin For: TGAATCGCGGGTGTCTTATGC
(peptide/polypeptide synthetase) Rev: TCCCTCAATAAAGCCCACGCT

Iron-repressible protein (yersiniabactin synthesis) For: AAGGATTCGCTGTTACCGGAC
Rev: TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT

Novel catecholate siderophore For: AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG
Rev: GACGCCGACATTAAGACGCAG
Ferric aerobactin receptor (iron For: GGCTGGACATCATGGGAACTGG
uptake/transport) Rev: CGTCGGGAACGGGTAGAATCG
Putative iron transport gene For: AGGGGGCACAACTGATTCTCG

Rev: TACCGGGCCGTTTTCTGTGC

Increased serum survival For: ATCACATAGGATTCTGCCG
Rev: CAGCGGAGTATAGATGCCA
PTS system for maltose and glucose For: GGACATCCTGTTACAGCGCGCA
Rev: TCGCCACCAATCACAGCCGAAC
p7 protein (polysialic acid synthesis) For: GGTGGTACATTCCGGGATGTC
Rev: AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG
Temperature sensitive hemagglutinin For: GGTGGTGCACTGGAGTGG
(hemoglobin protease) Rev: AGTCCAGCGTGATAGTGG
Uropathogenic specific protein For: ACATTCACGGCAAGCCTCAG

Rev: AGCGAGTTCCTGGTGAAAGC

272

347

880

240

286

665

300

608

309

922

676

640

440

01:K1

EDL933

ECL8985

ECL12421

ECL12364

ECL12021

ECL1106

ECL12344

ECL12364

ECL12021

ECL12421

ECL3110

ECL12021

Chapman et al., 2006

Ye, C. & Xu, J., 2001

Chapman et al., 2006
Karch, H. et al., 1999
Ewers, C. et al., 2007
Chapman et al., 2006
Chapman et al., 2006

Rodriguez-Siek, K.E. et
al., 2005

Ewers, C. et al., 2007
Ewers, C. et al., 2007
Ewers, C. et al., 2007

Dozois, C.M. et al,
2000

Bauer, R.J. et al., 2002




Table 3. Proportion of persistent and control E. coli isolates possessing specific virulence
genes and unconditional associations between virulence genes and intramammary

persistence in E. coli

Virulence gene

% of isolates with VG

(VG)
Persistent  Control £. OR' 95% CI P-value
E. coli coli
n=18 n=79
Adhesins
bmaE 5.6 3.8 1.3 0.12, 14.0 0.84
F17 0.0 6.3 --- --- -
hral 16.7 22.8 0.63 0.15,2.6 0.52
papC 16.7 6.3 32 0.64, 15.8 0.16
sfaA 0.0 0.0 --- --- ---
clpG-31a 0.0 1.3 - - -
Invasins
afaD8 5.6 3.8 1.3 0.12, 14.0 0.84
ibeA 0.0 1.3 - - -
Toxins
cdtB-1 0.0 3.8 - - -
cnfl 5.6 2.5 2.1 0.17,25.4 0.57
cvaC 16.7 5.1 3.8 0.76, 18.5 0.11
hlyA 22.2 19.0 1.3 0.35,4.7 0.71
stx1 0.0 0.0 - - -
stx2 0.0 0.0 - - -
Capsule
synthesis
kpsM-I1 0.0 5.1 --- --- ---
Iron acquisition
fepC 5.6 3.8 1.4 0.12,16.8 0.78
fyuA 27.8 22.8 1.3 0.39, 4.1 0.70
irp1 27.8 21.5 1.3 041,44 0.63
irp2 27.8 21.5 1.3 041,44 0.63
iroN 22.2 5.1 5.4 1.2,24.0 0.03%*
iutA 22.2 10.1 2.5 0.67,9.6 0.17
SitA 55.6 12.7 8.6 2.8,27.1 <0.01*
Additional
virulence genes
iss 44.4 54.4 0.61 0.22,1.7 0.35
malX 11.1 3.8 32 0.47,21.1 0.24
neuC 0.0 1.3 - - -
Tsh 5.6 6.3 0.89 0.09, 9.1 0.92
Usp 0.0 1.3 --- --- ---

"Unconditional association (odds ratio) between presence of a specific virulence gene and odds of being a

persistent E. coli isolate.

* Statistically significant associations (P-value < 0.05)
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5. Discussion

5.1 Persistance au niveau de la glande mammaire

Les infections intramammaires a Escherichia coli sont souvent de courte durée, car le
systtme de défense de 1’hote élimine la bactérie de facon efficace, surtout lorsque
I’infection a lieu en fin de lactation (Hill et al., 1978; Hill et Shears, 1979). En début de
lactation, 1’¢limination de ce microorganisme est plus problématique et ceci serait di a
des déficiences au niveau de la fonction et du nombre de neutrophiles (Hill et al.,
1979a; Shuster et al., 1996).

La capacité¢ qu’a E. coli a persister au niveau de la glande mammaire a été
démontrée antérieurement, mais ce phénomene était décrit comme étant rare et de
faible importance clinique (Hill et Shears, 1979; Hogan et al., 1989; Lam et al., 1996).
En 1979, Hill et ses collegues ont dénombré quotidiennement sur une période de 120
jours les bactéries et les neutrophiles suite a une infection expérimentale a E. coli (Hill
et Shears, 1979). Ils ont observé que 5 des 28 infections se sont avérées de longue
durée avec des signes de récurrence. De fagon intermittente, ils pouvaient observer de
I’inflammation au niveau de la glande mammaire, de la pyrexie et lorsqu’E. coli était
isolé de nouveau, il s’agissait toujours du méme sérotype que celui de la souche
infectante initiale. Parfois, ils n’arrivaient pas a cultiver la bactérie lors des périodes de
rémissions, leur laissant croire que celle-ci ne se trouvait pas dans la citerne de la
glande, mais plutot au niveau du tissu parenchymateux de cette derni¢re. En 1996, Lam
et ses collegues ont publi¢ une étude épidémiologique sur les mammites cliniques a E.

coli détectées lors d’un suivi de sept fermes laitieres aux Pays-Bas ayant une moyenne
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de comptage de cellules somatiques de moins de 150 000/mL. Les isolats d’E. coli
isolés étaient comparés entre eux a I’aide d’une méthode d’empreinte d’ADN, soit
« enterobacterial repetitive intergenic consensus » ou ERIC PCR. Plusieurs génotypes
d’E. coli ont été¢ identifiés au sein de chacune des fermes. Des infections
intramammaires persistantes ont ¢té détectées, mais sporadiquement. De plus,
différents quartiers €taient infectés avec différents génotypes d’E. coli, indiquant que
ce dernier est un agent pathogéne environnemental et que, de fagon habituelle, il ne se
propage pas d’un quartier I’autre. En 2000, Bradley et Green ont pu démontrer la
capacité d’E. coli d’accéder a la glande mammaire durant la période de tarissement,
d’y persister et de provoquer des signes cliniques de mammite ultérieurement, soit
apres le début de la période de lactation (Bradley et Green, 2000). Cette derniére étude
s’est déroulée au Royaume-Uni et incluait six fermes laitieres. La comparaison
génétique des divers E. coli s’est aussi faite a 1’aide d’ERIC PCR. Ainsi, ils ont pu
démontrer que E. coli avait la capacité de persister au niveau de la glande mammaire
pour plus de 100 jours et ils ont identifi¢ ce phénoméne comme étant important pour
I’incidence de la mammite clinique.

Afin d’étre considérée comme étant persistante, I’infection doit étre due a une
seule souche présente pour une longue durée et résultant en plusieurs isolements de
I’agent et en plusieurs épisodes cliniques (Zadocks et al., 2011). L’utilisation de
méthodes d’empreinte d’ADN ou de génotypage nous permet de distinguer les deux
scénarios possibles lors de mammites récurrentes : soit une réinfection par un E. coli de
I’environnement et de la persistance au niveau de la glande mammaire. Il a

antérieurement ét¢ démontré que les E. coli présents dans I’environnement étaient
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d’une grande diversité génétique (Nemeth et al., 1994) et qu’une discrimination de ces
E. coli pouvait étre faite grace a des méthodes d’empreinte d’ADN. Une réinfection par
un méme clone est donc invraisemblable.

Avant I’'usage des techniques de biologie moléculaire pour les comparaisons
d’isolats, des méthodes phénotypiques étaient utilisées. Ces méthodes, telle que la
sérotypie, permettent d’avoir une idée globale et préliminaire de la situation, mais elles
sont moins discriminantes. Malgré ceci, les proportions de persistance identifiées
¢taient assez faibles. Par exemple, la proportion de mammite clinique a E. coli présente
dans des quartiers ou il y avait récurrence était de 7,5 % dans une étude américaine
(Hogan et al., 1989) et de 5,5 % dans une étude au Royaume-Uni (Wildesmith et al.,
1986).

Avec Dl’avénement des méthodes de comparaison génotypique, telles que
I’ERIC PCR ou I’¢lectrophorése sur gel en champ puls¢ (PFGE), les données
rapportées ont pu se préciser. Ainsi, Lam et ses collégues ont pu rapporter une
proportion de 9,1 % de persistance au niveau de sept fermes laitieres aux Pays-Bas
(Lam et al., 1996). Quelques années plus tard aux Pays-Bas, Dopfer et ses collegues
rapportaient une proportion de persistance plus basse. Ils ont rapporté que 4,77 % des
épisodes de mammite clinique a E. coli se produisaient au niveau de quartiers infectés
de fagon persistante (Dopfer et al., 1999). Cette proportion plus faible pourrait étre due
au fait que le modele de cette étude était plus vaste que pour la précédente. Tout
d’abord, une cohorte de 300 fermes laitieres était a 1’étude. De plus, pour cette dernicre
¢tude, les troupeaux avaient une moyenne de <400 000/mL de comptage de cellules

somatiques. Ceci a pu mener a des résultats différents d’une étude plus sélective en ce
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qui concerne ce comptage. D’autres critéres plus généraux, tels que la localisation, la
durée et le calendrier des prélévements ont aussi pu influencer les résultats de cette
¢tude. Les auteurs de cette derniere étude suggerent également que la proportion
rapportée puisse €tre sous-estimée due a un manque d’assiduité de la part des €leveurs
pour les prélévements. En effet, I’échantillonnage n’était peut-étre pas toujours fait de
facon adéquate puisqu’il n’y avait pas d’observance en continu. L’échantillonnage de
vaches infectées de facon persistante, et ce, sur une longue période de temps (18 mois),
peut paraitre moins intéressant pour 1’éleveur comparativement a 1’échantillonnage
d’une vache nouvellement infectée pour laquelle aucune information n’est disponible,
résultant ainsi a une sous-estimation de la persistance. Lorsqu’une vache présente un
premier épisode de mammite clinique, il est trés motivant et intéressant pour 1’éleveur
d’obtenir I’information quant a 1’agent pathogéne. Par contre, lorsque la vache semble
infectée de fagon persistante et qu’il y a présence de signes récurrents de mammite
clinique, la motivation de 1’¢leveur peut étre moindre, celui-ci assumant que la santé du
pis est compromise.

Au Royaume-Uni, une étude incluant six troupeaux de bovins laitiers dans la
région de Somerset a pu démontrer la présence de persistance a E. coli (Bradley et
Green, 2001). Durant la période étudiée, soit du 1 juin 1997 au 31 mai 1998, 337 cas
de mammite clinique ont été observés. De tous ces cas, E. coli était I’agent pathogene
le plus souvent isolé. Cent dix-sept cas de mammite clinique a E. coli se sont produits
dans 101 quartiers de 89 vaches. De tous les cas de mammite clinique a E. coli, 23,9 %
(28 sur 117) se sont produits dans des quartiers présentant deux cas ou plus de

mammite a E. coli. Dans 85,7 % (24 sur 28) des cas de mammite récurrente, le
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génotype des E. coli était identique, par ERIC PCR, au E. coli initialement isolé. Ainsi,
un total de 20,5 % (24 sur 117) de tous les cas de mammite clinique a E. coli sont
survenus dans des quartiers infectés de fagon persistante. Cette proportion de
persistance est plus ¢€levée que celle rapportée en 1986 (5,5 %) au Royaume-Uni
(Wilesmith et al., 1986). Cette dernicre proportion avait été rapportée sans 1’aide de
méthodes de typage par empreinte d’ADN indiquant que la proportion réelle pourrait
étre encore plus faible. Bradley et Green rapportaient que ce changement pourrait étre
un indicateur d’un changement au niveau de la susceptibilité de la population bovine
face aux infections persistantes ou a un changement au niveau d’E. coli. Un exemple
concret de ceci est présenté¢ dans leur publication. Ils ont noté qu’une vache a été
infectée par deux génotypes différents d’E. coli dans deux quartiers différents. Sur ces
deux quartiers, un seul a développé de la mammite clinique récurrente suggérant ainsi
que le génotype est d’importance et que les facteurs intrinseques a 1’hdte ne sont pas
toujours responsables d’une infection persistance (Bradley et Green, 2001). De plus,
ceux-ci ont pu démontrer que les mammites récurrentes dues au méme génotype
avaient tendance a étre cliniquement moins séveres que les mammites ne présentant
pas de récurrence. Les auteurs ont donc proposé que ceci puisse étre un avantage pour
une souche adapté a la glande mammaire de ne pas provoquer de réponse dramatique
chez I’hote.

Une ¢étude récente concernant la caractérisation d’isolats d’E. coli en
provenance de mammite clinique comportait 154 isolats d’E. coli provenant de 65
fermes laitieres dans le sud de la Finlande (Suojala et al., 2011). Une partie des E. coli

provenait de cas initiaux (144 isolats) et les autres de prélévements faits trois semaines
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apres 1’apparition des premiers signes cliniques de mammite. Des 85 quartiers prélevés
au jour 21, 10 quartiers étaient infectés avec le méme génotype (identifi¢ par PFGE)
d’E. coli que celui initialement détecté. Ainsi, 13 % de tous les cas de mammite
clinique a E. coli ou d’isolement de la bactérie (suivi postinfection) sont survenus dans
des quartiers infectés de fagon persistante. Cette proportion est plus basse que celle
rapportée par Bradley et Green. Ceci pourrait étre dii a plusieurs facteurs, tels que le
modele de I’étude et la région a 1’é¢tude qui étaient différents. En Finlande, 65 fermes
laitieres étaient a 1’étude comparativement a 6 au Royaume-Uni. Suojala et ses
collegues ont pu démontrer que le troupeau avait un effet de regroupement ou un
« clustering effect » sur la persistance des infections intramammaires (P = 0,03);
(Suojala et al., 2011). Ainsi, de la persistance a été¢ détectée seulement dans 9 fermes,
chacune d’elle présentant un génotype distinct. Puisque cette derniére étude faisait le
suivi de plus de fermes laiti€res, il est possible qu’un effet de dilution sur la proportion
finale de cas de persistance, gardant en téte I’effet agglomérant sur la persistance. De
plus, sur les 144 cas initialement diagnostiqués, seulement 85 quartiers ont été prélevés
21 jours plus tard pour un suivi d’infection intramammaire persistante. Ceci a pu avoir
une influence sur la proportion finale rapportée. Le but de cette derniére étude n’était
pas de rapporter des données de persistance, mais plutdot de rapporter des données de
susceptibilité¢ aux antibiotiques et de détection de facteurs de virulence au niveau de
souches d’E. coli en provenance de différents cas de mammites cliniques.

Peu de données sont disponibles concernant la persistance intramammaire d’E.
coli. A notre connaissance, aucune donnée récente n’était disponible pour les

troupeaux canadiens. Il était donc opportun pour nous d’étudier ceci a I’aide des isolats
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conservés suite a un échantillonnage exhaustif fait par le Réseau Canadien de
Recherche sur la Mammite Bovine et la qualité du lait (RCRMB). Les détails de cet
¢chantillonnage se trouvent dans la publication concernant la Cohorte Nationale de
fermes laitieres canadiennes (Reyher et al., 2010). En bref, la période
d’échantillonnage s’est déroulée sur deux ans, soit de la fin 2006 a la fin de I’année
2008. Lors de la premicre année, 91 fermes étaient inscrites au projet, mais une s’est
désistée la premicre année et 16 lors de la seconde. Ainsi, la cohorte échantillonnée
¢tait composée d’'une moyenne de 83 fermes laitieres. L’intérét face a cette collection
de souches pour notre étude était surtout dii au fait que les vaches présentant des
mammites cliniques devaient étre échantillonnées au moment de la présentation des
signes cliniques, puis un suivi devait étre fait 2-3 semaines plus tard, puis 4-5 semaines
plus tard. Ceci nous a donc permis d’évaluer la proportion de persistance a E. coli au
niveau national. Durant les deux années, 134 346 échantillons de lait (réservoir,
quartier et composite) ont été¢ prélevés. La détection de bactéries pathogenes s’est
avérée plus importante que ce qui était prévu (Reyher et al., 2010). Staphylococcus
aureus (13 %) était la bactérie pathogene la plus souvent isolée des cas de mammite
clinique et de leur prélévement de suivi. E. coli était le deuxiéme agent pathogene
(11 %) le plus souvent isolé. Notre étude génotypique a pu démontrer que 12,2 % (42
sur 342) de tous les cas (ou suivi de cas) de mammite clinique a E. coli sont survenus
dans des quartiers infectés de fagon persistante. Cette proportion est semblable a
certaines proportions rapportées antérieurement, mais plus basse que celle rapportée au
Royaume-Uni par Bradley et Green (2001). Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette

proportion plus faible. Tout d’abord, la région échantillonnée est beaucoup plus vaste
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(pancanadien) et la cohorte a été créée de fagon a ce que celle-ci représente le mieux
possible la population canadienne de fermes laitiéres. De plus, les fermes ont été
s¢lectionnées afin d’atteindre une distribution régionale uniforme en ce qui concerne le
comptage moyen de cellules somatiques. Toutes les fermes comptaient plus de 80 % de
vaches de race Holstein-Friesian et la traite se faisait deux fois par jour. La proportion
plus faible dans notre étude pourrait en partie étre expliquée par le fait que la cohorte a
I’étude était beaucoup plus extensive que celle de Bradley et Green. Un autre facteur
qui a pu affecter a la baisse la proportion de persistance est I’assiduité¢ du producteur
par rapport aux prélévements de lait lors des suivis de mammite clinique. L’assiduité
entiére (prise du lait initial et des deux suivis) était de 59 %. A ceci s’ajoute 16 % de
cas qui comptaient un prélévement initial et seulement un prélévement de suivi
(Reyher et al., 2010). La lacune en ce qui concerne la prise des prélévements de suivi,
pouvant découler d’une perte de motivation chez le producteur, pourrait engendrer une
sous-estimation de la proportion de persistance. La qualité¢ des échantillons prélevés a
aussi pu avoir une influence a la baisse sur la proportion rapportée. Les laits
contaminés par une flore bactérienne présente sur la peau du trayon, par exemple, n’ont
pas pu étre utilisés. Les E. coli conservés lors de 1’échantillonnage par le RCRMB
¢taient uniquement ceux obtenus lors de croissance en culture pure. De cette facon,
méme si une vache excrétait du E. coli de nouveau a partir d’un quartier infecté¢ de
facon persistante, mais qu’il y avait présence concomitante de contaminants, ce E. coli
ne pouvait pas étre utilisé pour notre étude. Plusieurs microorganismes étaient d’intérét
pour cette cohorte. Il a donc ¢été nécessaire d’établir des priorités quant a la

conservation de chacun des isolats. Pour les échantillons associés a des mammites
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cliniques, 14 % de contamination a été rapporté (Reyher et al., 2010). Par ailleurs, il est
important de noter que les laits prélevés ont été congelés avant 1I’ensemencement. Ceci
se faisait pour des raisons de convenance, les laboratoires de diagnostics n’étant pas
toujours a proximité des fermes. Il a antérieurement été rapporté que la congélation
pouvait diminuer la proportion de détection d’E. coli dans des échantillons de lait en
provenance de cas de mammite (Schukken et al., 1989). Ainsi, la proportion des E. coli
détectés a pu étre affectée, diminuant par le fait méme les possibilités de détection de
persistance.

L’existence de la persistance intramammaire est maintenant clairement établie.
Avec le temps, il est possible que celle-ci augmente, mais il est important de rester
prudent quant a I’interprétation, car la conscientisation peut a elle seule faire en sorte

qu’une augmentation soit détectée.

5.2 Contagion

Tout d’abord, la contagion peut se produire entre les quartiers d’une méme vache.
Ainsi, des signes de mammite récurrente apparaissent, mais dans différents quartiers.
Ceci peut étre dii a une transmission par contact direct ou indirect entre les quartiers ou
peut étre le résultat d’une exposition concomitante (Zadoks et al., 2011). Plusieurs
scénarios peuvent étre en cause lors de mammite récurrente a E. coli dans différents
quartiers, mais possédant le méme génotype. Tout d’abord, il peut s’agir d’une
réinfection environnementale par la méme souche. Il pourrait s’agir aussi d’une
infection des différents quartiers au méme moment, mais de présentation des signes

cliniques a des moments différents. Finalement, il se peut qu’il y ait transmission de
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I’agent pathogéne d’un quartier a I’autre, soit de la contagion entre les quartiers
(Dopfer et al, 1999). Tel que mentionné¢ précédemment, une réinfection
environnementale par un méme clone d’E. coli est trés peu probable étant donné a la
trés grande variabilité génétique des E. coli de I’environnement. La deuxiéme option
est possible, mais encore une fois peu probable. Pour qu'une infection du méme clone
d’E. coli ait lieu au méme moment, la pression d’infection de ce méme clone dans
I’environnement doit étre grande, ce qui serait difficile a expliquer considérant que
I’environnement de la vache est en présence d’une population trés hétérogene d’E. coli.
Tres peu d’études rapportent la possibilité de contagion entre les quartiers d’une méme
vache par E. coli. Aux Pays-Bas, Dopfer et ses collegues extrapolaient que 68 épisodes
ou 2,98 % de tous les épisodes de mammites causées par E. coli seraient dus a un E.
coli du méme génotype au niveau de différents quartiers de la méme vache (Dopfer et
al., 1999). Cette découverte a en fait surpris les auteurs. La transmission de bactérie
pathogéne d’un quartier a 1’autre chez une méme vache avait déja été rapportée pour
les agents contagieux de mammites tels que Staphylococcus aureus et Streptococcus
agalactiae. En ce qui concerne Streptococcus agalactiae, la transmission de cette
derniére se ferait uniquement de fagon contagieuse, c’est-a-dire d’un quartier a un autre
par le biais de matériel contaminé par le lait d’'une vache infectée. La confirmation de
ce mode de transmission a pu se faire par la détection de la présence d’une seule
souche (génotype identique) chez plusieurs vaches d’une méme ferme (Zadocks et al.,
2011). De plus, selon plusieurs études épidémiologiques, Staphylococcus aureus fait
aussi parti de la classe des agents de mammite contagieuse. Cette classification est

soutenue par le fait que les données de biologie moléculaire indiquent que chez la
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plupart des troupeaux aux prises avec des mammites a Staphylococcus aureus, un seul
clone semble infecter plusieurs vaches et ce clone est souvent le plus prévalent du
troupeau (Zadoks et al., 2011). La classification des mammites a E. coli semble plus
ambigu€ maintenant que nous avons des preuves que cet agent pathogeéne puisse
persister et étre contagieux. Au Royaume-Uni, Bradley et Green ont pu démontrer que
le méme génotype que celui identifié initialement était impliqué dans 8,5 % de tous les
épisodes de mammite récurrente ayant lieu dans différents quartiers de la méme vache
(Bradley et Green, 2001). Ils ont également démontré la présence possible de contagion
entre quartiers. Dans notre étude, ceci a aussi été détecté, mais avec une tres faible
proportion de 1,2 %. En réalité, ceci ne représente que 2 vaches; une qui a présenté des
signes de mammite clinique au niveau de deux quartiers qui ont été prélevés la méme
journée et I’autre qui a présenté aussi des signes cliniques dans deux quartiers en méme
temps et qui excrétait toujours le méme E. coli 29 jours plus tard au niveau de ces deux
quartiers. Dans ces deux cas, il est difficile d’expliquer 1’apparition des signes
cliniques au méme moment. S’il s’agit de contagion entre quartiers, il est possible
qu’un des deux quartiers ¢tait infecté préalablement, sans que ceci soit répertori€, que
I’infection intramammaire ait persisté, qu’il y ait eu contagion vers I’autre quartier et
que les signes cliniques apparaissent en méme temps. Par contre, dans notre étude, il
manque d’évidence que la transmission entre quartiers puisse se produire. Nous savons
que la possibilité de transmission existe, mais celle-ci est probablement plus souvent
masquée par la présence plus importante de cas classiques de mammites aigués ou
ponctuelles a E. coli. La quantité d’E. coli génotypés dans notre étude est limitée, car

nous n’avons pas inclus les isolats d’E. coli issus de mammites ponctuelles. Ainsi, le
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nombre d’isolats caractérisé par ferme se limite & ceux en provenance de vaches
excrétant du E. coli a répétition. Aucun patron identique n’a ¢été identifié chez
différentes vaches d’une méme ferme. Si les vaches présentant des mammites
ponctuelles avaient aussi été étudiées, la proportion de mammite contagieuse a E. coli
aurait peut-¢tre été¢ plus grande. Tout de méme, la proportion de contagion chez les
vaches canadiennes est plus basse que celles retrouvées précédemment en Europe. Ces
deux derni¢res études incluaient, elles aussi, uniquement les vaches présentant des

mammites récurrentes.

5.3 Caractérisation de la persistance

5.3.1 Identification de facteurs de virulence

L’¢tude et la recherche de facteur de virulence au niveau des E. coli pathogénes sont
d’intérét lors du diagnostic d’infections causées par des pathotypes connus. En ce qui
concerne certaines maladies, telles que la diarrhée néonatale chez les veaux, les
pathotypes et les facteurs de virulence qui en font partie sont bien définis. Ainsi, chez
les bovins, nous reconnaissons 1’importance des ETEC pour la diarrhée néonatale, les
EPEC et STEC pour la dysenterie hémorragique et les EXPEC pour les cas de
septicémies. De plus, les facteurs de virulence les plus souvent rencontrés sont F5, F41
et STa pour les ETEC; Stx1 et/ou Stx2 et Eae pour les STEC et P, F17, CNF1, CNF2,
CDT, C31A et aérobactine pour les EXPEC (Fairbrother et Nadeau, 2010). En ce qui
concerne la mammite bovine, aucun facteur de virulence spécifique ne prédomine chez

les E. coli étudiés (Kaipainen et al., 2002; Lethlainen et al., 2003; Wenz et al., 2006;
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Ghanbarpour et Oswald, 2010; Suojala et al., 2011; Blum et Leitner, 2013). Par contre,
il a été¢ démontré que les E. coli présents dans I’environnement de la vache possedent
une distribution génotypique différente de ceux en cause lors de mammite, suggérant
qu'une certaine sé¢lection existe (Blum et Leitner, 2013). En ce qui concerne les
mammites persistantes, aucune différence génétique claire n’a été établie entre ces
souches et celles provenant de mammites transitoires (Dogan et al., 2006; Suojala et
al., 2011). Notre étude nous a permis de mettre en évidence le fait que les genes
associés avec 1’acquisition du fer semblent étre d’importance pour la persistance au
niveau de la glande mammaire. Les génes fyud (27,8 %), irpl (27,8 %), irp2 (27,8 %),
iroN (22,2 %), iutd (22,2 %) et sitA (55,6 %) sont ceux qui ont ét¢ détectés le plus
fréquemment chez les souches persistantes. Ces proportions étaient toujours plus
¢levées lorsque comparées avec les proportions détectées au niveau des souches
transitoires. Par contre, cette différence était significative uniquement pour les geénes
iroN et sitA.

Le fer est essentiel pour pratiquement tous les organismes vivants. Chez les
bactéries, différents mécanismes ont évolué afin de faire face aux problémes dus a leur
dépendance au fer, leur permettant ainsi d’atteindre des concentrations adéquates, et ce,
dans différentes situations de disponibilit¢ (Andrews et al., 2003). Chez I’hote, telle
que la vache, les concentrations de fer sont trés basses, se situant aux alentours de 10
M dans le sang et méme a une concentration plus basse au niveau des autres sites
(Wiles et al., 2008). Normalement, les bactéries nécessitent une concentration
cytoplasmique d’environ 10°® M pour se multiplier (Andrews et al., 2003). Ainsi, les

agents pathogenes, tels que les E. coli, ont évolué¢ en sélectionnant des stratégies
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d’acquisition du fer présent chez I’hote. Ces stratégies incluent, entre autres,
I’expression de systemes d’acquisition du fer qui se servent de sidérophores pour
récupérer le fer de ’environnement et le concentrer au niveau du cytosol bactérien. Les
sidérophores sont des chélateurs du fer synthétisés par les bactéries. Ces molécules ont
une trés forte affinité pour 1’ion ferrique Fe™, qui est insoluble en tant que cation libre.
Les sidérophores forment des complexes avec le fer et ceci permet I’internalisation
dans la cellule par le biais de récepteurs qui facilitent le transport des complexes a
travers la membrane cellulaire jusque dans le cytosol ou ce dernier est libéré (Wiles et
al., 2008). Un mécanisme de défense de 1’hote bien connu est la limitation de la
disponibilit¢ du fer pour les agents pathogénes. Les eucaryotes possedent aussi des
protéines agissant comme chélateurs du fer afin de séquestrer et transporter ce dernier
vers I’intérieur ou I’extérieur des cellules de 1’hdte (Wiles et al., 2008). La transferrine
est un exemple de chélateur chez les eucaryotes. Par contre, certains chélateurs, tels
que I’entérobactine chez les E. coli, présentent une meilleure affinité pour le fer;
diminuant ainsi 1’effet de compétition (Wiles et al., 2008).

Les mécanismes d’acquisition du fer chez les E. coli sont nombreux, mais le
systeme pour 1’aérobactine est le mieux décrit. Ce dernier systetme est composé de
plusieurs genes, dont le géne iut favorisant 1’absorption du composé aérobactine-fer
(Dziva et Stevens, 2008). Ce geéne, avec d’autres genes de virulence, se trouve sur un
plasmide ColV, soit le pAPEC-O2-ColV (Johnson et al., 2006). En plus d’aérobactine,
d’autres systemes d’acquisition et de transport du fer ont ét¢ identifiés sur le plasmide
ColV. Entre autres, le systeme du sidérophore salmocheline (locus iroBCDEN) et le

systtme de transport de fer sitABC (Johnson et al., 2006). fyuAd (absorption de
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yersiniabactine) et irp2 (protéine iron-repressible) sont deux geénes de virulence qui ne
sont pas sur des plasmides. Ceux-ci sont d’importance chez les E. coli pathogenes
d’aviaire (APEC) ou ils ont été détectés chez plus de 65 % des souches isolées lors de
colibacillose (Janssen et al., 2001).

L’importance de la présence de ces genes de virulence pour le mécanisme
d’acquisition du fer chez les E. coli isolés au niveau de la glande mammaire n’avait
jamais, a notre connaissance, ¢té rapportée. Par contre, mis a part sitd (55,6 %), les
proportions rapportées ne sont pas €levées. Suojala et collaborateurs ont pu démontrer
que le gene irp?2 était présent chez 26,4 % des isolats d’E. coli en provenance de cas de
mammites (Suojala et al., 2011). Ce gene était celui qui était le plus souvent rapporté
dans cette derniere étude. De plus, lors de la comparaison entre les souches transitoires
et les souches persistantes, aucune différence n’a ¢té identifiée en ce qui concerne la
présence de geénes de virulence. Par contre, les geénes sit4 et iroN n’étaient pas a
I’¢tude. L’identification de ces derniers genes au niveau des E. coli persistants suggere
qu’il existe une différence, non seulement phénotypique, mais génotypique entre les

différentes populations d’E. coli d’importance lors d’infection intramammaire.

5.3.2 Résistance aux antibiotiques

Dans I’ensemble, les proportions de résistance aux antibiotiques étaient faibles dans les
deux groupes de souches a 1’é¢tude. Les proportions les plus élevées étaient pour
I’ampicilline et pour la tétracycline (27,8 % pour les deux antibiotiques). En général,
les proportions de résistances pour les souches transitoires étaient négligeables et

parfois méme plus basses que celles rapportées dans la littérature. Seule la tétracycline
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(16,5 %) présentait une proportion de résistance plus importante dans ce dernier
groupe. Certaines publications récentes rapportent que la proportion de la résistance
varie de 14,8 a 37,4 % pour les E. coli isolés de cas de mammite bovine (Saini et al.,
2012b). Pour I’ampicilline, la proportion de résistance pour le groupe transitoire était
de 3,8 % et les proportions préalablement rapportées €taient de 8,2 a 98,4 % (Saini et
al., 2012b). En ce qui concerne le ceftiofur, la proportion de résistance est de 1,3 %
pour le groupe transitoire. Cette proportion est légérement plus élevée que celle
rapportée par Saini et al. (0,8 %), mais plus basse que celle rapportée aux Etats-Unis
par Erskire et al. (2002), selon laquelle 4,6 % des isolats étaient résistants (Erskine et
al., 2002). Par contre, la proportion de résistance détectée pour le groupe de souches
persistantes était de 11,1 %, ce qui est plus élevé que précédemment rapporté. Au
Canada, le ceftiofur est largement utilisé chez les bovins laitiers (Saini et al., 2012a).
Par contre, la distribution de ce dernier vers la glande mammaire est faible dii a une
forte liaison de la molécule avec les protéines plasmatiques lors d’utilisation
systétmique de cette derniére (Prescott, 2006b). Ainsi, il est probable que les
concentrations atteintes au niveau de la glande mammaire soient sous-optimales,
favorisant la sélection d’E. coli résistants au ceftiofur. En temps normal, la résistance
envers les antibiotiques de haute importance en médecine humaine, tels que les
céphalosporines de troisieme génération et les fluoroquinolones, est rare chez les
coliformes impliqués dans la mammite bovine (Saini et al., 2012b). Ceci est également
vrai pour les E. coli de notre étude, a I’exception de la proportion de résistance détectée

pour le ceftiofur chez les E. coli persistants.



99

Mis a part I’enrofloxacin, il a été intéressant de noter que les proportions de
résistance é€taient toujours plus élevées pour les E. coli persistants. Malgré que ces
différences soient significatives uniquement pour 1’ampicilline et la céphalothine, cette
information additionnelle suggére qu’une certaine sélection est nécessaire afin

d’assurer la persistance d’E. coli au niveau de la glande mammaire.



6. Conclusion

En conclusion, cette étude nous a permis de démontrer que Escherichia coli avait la
possibilit¢ de persister au niveau de la glande mammaire de vaches laitiéres
canadiennes. De plus, nous avons identifi¢ la possibilité de transmission d’E. coli d’un
quartier a 1’autre d’une méme vache. Historiquement, il a été défini que la présence de
persistance €tait associée avec les agents pathogeénes contagieux. Par contre, ce dogme
semble maintenant désuet et la classification des agents de la mammite, moins bien
définie. Il existe sans aucun doute plusieurs facteurs associés a 1’hote ou a I’agent
pathogeéne permettant une telle persistance. Cette étude a démontré une différence entre
les souches persistantes et les souches transitoires de mammite bovine. L’information
que nous avons obtenue en ce qui concerne I’importance de 1’acquisition du fer nous a
permis de mieux comprendre certains ¢léments permettant la persistance et la survie
prolongée au niveau de I’environnement de la glande mammaire. Par contre, malgré
I’identification de certains atouts pour les souches persistantes, suggérant un degré de
s¢lection pour celle-ci, la diversité génétique n’était pas différente entre les deux
populations a 1’é¢tude. Ainsi, des travaux ultérieurs, tel que le séquencage complet du
génome, sont toujours nécessaires afin d’identifier d’autres traits caractéristiques
associés avec une meilleure adaptation a I’environnement de la glande mammaire.
L’identification de facteurs de virulence essentiels a la persistance permettra de
développer des outils d’intervention qui pourront neutraliser la virulence de I’agent
pathogéne et ainsi, prévenir la maladie. Chez les animaux, I’immunisation passive ou
active envers les hémolysines, la capsule et les fimbriae de type P et 1 protégent contre

des infections causées par des EXPEC exprimant ces facteurs de virulence (Johnson et
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Russo, 2002). Une meilleure connaissance de la population bactérienne cible permettra
de mieux concentrer les efforts pour la prévention de la persistance d’E. coli au niveau

de la glande mammaire.
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