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SOMMAIRE

Lacellulite et]’ aérosacculite sont deux pathologies causées par Escherichia coli
chezle poulet de chair. Ces deux maladies sont de plus enplus prévalentes. Puisque les
lésions occasionnées sontsouvent peu évidentes, la possibilité que des poulets affectés par
ces maladies échappent aux contrdles vétérinaires est bien réelle. Comme les risques, pour
lasanté humaine, associés ala présence de cette bactérie dans les 1ésions sont méconnus,
les politiques de condamnation de ces carcasses sontrelativement séveres et augmentent
donc les pertes pour I’industrieavicole. Face a cettesituation et considérant la possibilité
que des poulets contaminés par cette bactérie se retrouvent sur le marché de la
consommation, il devenait important de caractériser le risque, pour I’ humain, associé aux
souches aviaires d’E. coli.

Lebut de cette étude était de déterminer si les souches d’ E. coliretrouvées dans
les 1ésions de cellulite et d’ aérosacculite chez le poulet de chair constituentun risque pour
lasanté humaine. Pour ce faire, nous avons effectué la caractérisation phénotypique et
génotypique d’isolats humains et aviaires d’E. coli.

Nous avons d’abord observé que les isolats aviaires d’ E. coli présentaient de plus
forts pourcentages de résistance aux antibiotiques queles isolats humains. Ces résultats
suggéraient déja une certaine différence entre ces deux populations bactériennes.
1.’identification des facteurs de virulence a principalement permis de constater que les
isolats aviaires ne produisaient aucune des toxines recherchées alors que 45% des isolats
humains produisaient au moins une de ces toxines. Les pathotypes VI1-VT2-Eaeet VT2-
Eae, souvent associés avec le syndrome hémolytique et urémique et a la diarrhée
sanguinolente chez1’humain, étaient les plus prévalents chez les isolats humains d’origine
intestinale, mais n’ étaient pas rencontrés chezles isolats aviaires. Aéro-Pap-Tshet Aéro-
Tsh étaientles pathotypes les plus communs dans I’ échantillonnage aviaire, mais étaienttrés
rarement rencontrés chez les isolats humains. Aucun isolat aviaire appartenant au
sérogroupe 0157 n’a étéretrouvé, tandis que plusieurs isolats humains appartenaienta ce
sérogroupe. Les sérogroupes O78 et O2 étaient les plus fréquemment observés chezles

isolats aviaires, mais étaientrarement retrouvés chez les isolats humains. Seulement trois



v
isolats aviaires ont démontré une possible relation génétique avec des isolats humains selon

la technique d’électrophorése & champs pulsés.
Les résultats de cette étude suggerent que les politiques de condamnation des
poulets de chair, affectés par ces pathologies, devraient étre ajustées en accord avecle

faiblerisque, pour la santé humaine, associé aux isolats aviaires d’ L. coli retrouvés dans

les lésions de cellulite et d’aérosacculite.
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INTRODUCTION

Escherichiacoli est]’ agent étiologique d’une multitude de pathologies primaires
et secondaires chezle pouletde chair. Parmi ces conditions, la cellulite et1’aérosacculite
sont les plus fréquemment rencontrées sur les chaines d’abattage. Puisquele potentiel de
pathogénicité des souches aviaires d’ £ coli pourI’humain est méconnu, les politiques de
condamnations sont sévéres et entrainent des pertes économiques considérables pour
I’industrie avicole.

Face 4 I’augmentation de la prévalence de ces deux conditions, il devenait
important d’évaluer le potentiel de pathogénicité des souches aviaires d’ E. coli. Tl importait
de maintenirune bonne hygiéne de laviande devolaille tout en examinant la possibilité de
parer les carcasses atteintes pour réduire les pertes économiques. I1s’estavéréimportant
de déterminer si les souches d’E. coli retrouvées dans les lésions de cellulite et

d’aérosacculite chez le poulet de chair constituent un risque pour la santé humaine.



II- REVUE DE LA LITTERATURE



1. Caractéristiques générales d’Escherichia coli
1.1 Description
Theodor Escherich futle premier, en 1885, a décrire un micro-organisme, isolé des
féces de nouveau-nés, qu’ilnomma Bacterium coli commune. Plus tard, ons’inspiradu
nom du découvreur pour donner le nom d’Escherichia coli a cette bactérie dont la
caractérisation, denos jours, estsans doutela plus documentée. E. coli estunebactérie
en forme de batonnet, Gram négatif, non-sporulante et anaérobie facultative (9).
Escherichiacoli estun habitant de lamicroflore intestinale normale des vertébrés
et fait partie de la famille des Enterobacteriaceae. Le genre Escherichia compte 5

espéces dont E. coli est la plus importante (9).

1.2 Différents modes de classification d’ Escherichia coli

Etant"une des bactéries les plus étudiées, plusieurs méthodes de classification et
de caractérisation ont été développées pour différencier les multiples isolats d’E. coli.
Avant d’élaborer sur ces différentes méthodes de classification, il serait important de faire
une distinction entre un génotype, un phénotype et un pathotype. En effet, ces différents
termes sont réguliérement utilisés de fagon inadéquate.

Tout d’abord, le génotype représente 1’ensemble du matériel génétique que
possédeunorganisme. Le phénotypesignifiel’expression de cette information génétique
sur laquelle agit lasélection naturelle. Finalement, le terme pathotype devrait étreutilisé
lorsque I’on fait référence aune combinaison de facteurs de virulence que possede une
souche. Ces facteurs devirulence peuvent étre détectés par génotypie (sondes génétiques
parexemple) ou par phénotypie (hémolyse sur gélose sang par exemple). Parallélement
acette notion de pathotype, les souches entériques pathogénes d’ . coli sont différenciées
en plusieurs classes selon la présence de certains facteurs de virulence, les 1ésions
observées et les signes cliniques associés. Ainsi, onreconnaitcing classes soientles £. coli
entéropathogénes (EPEC), entérotoxinogenes (ETEC), entéro-invasives (EIEC), entéro-
hémorragiques (EHEC) et entéro-aggrégantes (EaggEC). Trois classes de souches d’ L.
coli extra-intestinaux sont aussi reconnues, soient celles occasionnant des septicémies

(SEPEC), des méningites (MENEC) ou des infections urinaires (UPEC). Aussi, onassocie
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une classe aux souches pathogénes aviaires d’E. coli (APEC) (46). Les manifestations
cliniques ainsi que les différents facteurs de virulence associés a ces classes seront discutés

plus loin.

1.2.1 Sérotypie

Lasérotypie estune méthode de classificationtrés développée pour I’ espece E.
coli. En effet, plusieurs milliers de sérotypes peuvent étre identifiés selon laprésence de
différents antigénes de surface comprenant les lipopolysaccharides (Antigénes O), la
capsule (Antigénes K), les flagelles (Antigénes H) ainsi que les fimbriae (Antigenes F).

L’antigéne somatique O, dont on dénombre 167 sérogroupes, est constitué de
complexes de phospholipides et de polysaccharides. L’antigéne capsulaire K, qui compte
74 sérogroupes, estun facteur polysaccharidique acide qui interfere parfois avecle pouvoir
agglutinant de I’antigéne O. L’antigéne H, compte 53 sérogroupes et représente les
flagelles conférant lamobilité delabactérie. Finalement, I’antigéne F, dont on dénombre
plus d’une vingtaine de sérogroupes, représente les structures servanta I’attachement des
bactéries aux surfaces épithéliales de I’hdte (110).

Bien qu’il existe généralement plus d’unsérotype pouvant étre impliqués dans une
pathologie, certains sérotypes sont caractéristiques de certaines conditions. Ainsi, les
souches du sérotype O157:H7 sont, pour la plupart, productrices de vérotoxines et

appartiennent au groupe des E. coli entéro-hémorragiques (EHEC) (162).

1.2.2 Autres méthodes de caractérisation

Bien que lasérotypie soitun outil pratique et largement utilisé en épidémiologie, elle
a par contre ses limites et ses inconvénients. En effet, comme toute autre méthode de
caractérisation phénotypique, les variations dans I’expression du génome peuvent amener
des différences dans les phénotypes observés. Ainsi, deplusenplus, ondéveloppe des
méthodes de caractérisation génotypiques ot les variations dans I’expressionn’interférent
pas puisque c’est|’ ADN lui-méme qui est caractérisé. Les méthodes de caractérisation
génotypiques les plus utilisées pour E. coli sont le ribotypage, le “multi-locus enzyme

electrophoresis” (MLEE), le “random amplified polymorphic DNA” (RAPD) et



I’électrophorése a champs pulsés (PFGE) (142, 153, 183).

Ces différentes techniques sont souvent comparées pour déterminer leur pouvoir
discriminatoirerespectif, ¢’ est-a-dire la capacité de différencier des isolats. Pour ce faire,
on peut se baser sur I’index de diversité Simpson. Cet index permet de déterminer
I’habileté discriminatoire des différentes méthodes de caractérisation (82). Plusieurs études
ont démontré que’ électrophorése & champs pulsés, comparée aux autres méthodes de
caractérisation, présente un index de diversité plus élevé, donc un plus fort pouvoir

discriminatoire (8, 101, 104, 173).

2. Classification d’Escherichia coli pathogéne pour I’humain

Bien qu’E. coli soitun membre de la microflore intestinale normale des humains,
certaines souches peuvent causer des maladies chez ces demniers. La distinction entre les
souches commensales et pathogénes est basée sur la présence de facteurs de virulence qui
permettent aux bactéries pathogénes soit de plus facilement coloniser I"hdte ou de pouvoir

résister a son systéme de défense.

2.1 Escherichia coli responsable de pathologies intestinales
Les différentes classes inclues dans les infections entériques causées par E. coli
sont définies selon les facteurs de virulence impliqués, le type de Iésions et les signes

cliniques rencontrés.

2.1.1 Escherichia coli entérotoxinogéne (ETEC)

Les souches entérotoxinogénes d’ E. coli sontresponsables de diarrhées aqueuses
sévéres accompagnées de fiévre, de crampes abdominales et de vomissements, chezles
enfants des pays en voie de développement principalement. Chezles personnes habitant
les pays industrialisés, les ETEC causent la diarthée des voyageurs (162). Deplus, les
ETEC peuvent aussi affecter les jeunes sujets des espéces bovines, porcines et caprines

(107).
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Malgré les signes cliniques sévéres associés a une infection 2 ETEC, peu de
changements histologiques sont observés sur les entérocytes. Seulement une légere
inflammation est observée (162). On peutexpliquer cette intégrité des entérocytes parle
mode d’action des ETEC. Ces derniers agissentpar|’intermédiaire d’ entérotoxines qui
interférent avec le métabolisme cellulaire et ce, sans affecter!’apparence des cellules
(125). Les souches entérotoxinogénes d’E. coli produisent des entérotoxines
thermostables (heat-stable toxins STa et STb) et/ou des entérotoxines thermolabiles (heat-
labile toxins LT1 et LT2). Toutes les souches ETEC produisent au moins une de ces
toxines (107). Les adhésines qui permettent aux ETEC d’adhérer aux entérocytes sontles
fimbriae detype 1 ainsi que les facteurs antigéniques de colonisation ( Colonization Factor
Antigen) CFA/I, CFA/IL et CFA/IV (125). Présent chez des souches de la microflore
normale, le fimbriae de type 1 est de moins en moins considéré comme un facteur de
virulence (162). Tl est intéressant denoter que certains sérotypes sontassocies auntype
spécifique de CFA (125). Les sérogroupes les plus souvent isolés chezles souches ETEC
humaines sont 06, 08, 015, 020, 025, 027, 063, 078, 080, 085, O115, 0128,
0139, 0148, 0153, 0159 et O167.

2.1.2 Escherichia coli entéropathogéne (EPEC)

Les souches entéropathogénes d’E. coli causentune diarrhée accompagnée de
fiévre, de nausées et de vomissements. Elles sont fréquemmentimpliquées chez les enfants
des pays envoie de développement. Lasévérité des signes cliniques des infections causées
parles EPEC serait plus grande que pour toute autre infection diarrhéique infantile (107).
En Amérique du Sud, on évalue méme que les infections A EPEC seraient la deuxiéme,
sinon la premiére plus importante cause de diarthée d’origine bactérienne (185).

Contrairement aux ETEC, les souches entéropathogenes d’ E. coli occasionnent
une profonde altération de I ultrastructure des entérocytes. En effet, les microvillisont
anormalement plus longs lorsque les bactéries ne sont pas attachées et totalement absents
aux endroits ou les bactéries adhérent. Ainsi, ces souches sontqualifiées d’attachantes et
effacantes (Attaching-effacing E. coli). Puisqu’elles sont plus invasives queles ETEC, les

EPEC causent une réponse inflammatoire marquée (162). Cetaccolement intime des
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bactéries aux entérocytes est possible grice a la présence d’une protéine de surface
(OMP) qualifiée d’intimine ou Eae. Cette protéine serait enticrement codée par le gene
eae dans une région du chromosome de 34 kb nommeée LEE (Locus of Enterocyte
Effacement) (91). Plusieurs sérogroupes sont retrouvés au sein des souches EPEC: les plus
fréquemment rencontrés sont 055, 086, 0111, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128 et
0142.

2.1.3 Escherichia coli entéro-invasive (EIEC)

Les souches entéro-invasives d’E. coli ressemblent fortement a celles de Shigella
spp. tant au point de vue des réactions biochimiques, de la virulence, que du type de
maladie occasionné (52). Les EIEC causentune diarrhée aqueuse accompagnée defievre
et de crampes abdominales suivies d’une dysenterie ou les féces sont mucoides (107). Les
diarrhées engendrées par les EIEC sont observées principalement dans les pays en voiede
développement, mais aussi dans les pays industrialisés. Lamajorité des cas observes dans
les pays industrialisés sont d’originealimentaire (112). Lanourriture contaminée serait
donc le principal mode de transmission de ces bactéries. Lavirulence des souches EIEC
réside principalement dans leur pouvoir d’invasion. Les bactéries envahissent activement
les cellules épithéliales du cdlon et se dispersent latéralement aux cellules adjacentes selon
le méme principe que Shigella spp. D’ailleurs, les souches EIEC et Shige/laspp. sont
porteuses d’un plasmide qui code pourun géne conférant la capacité d’invasion cellulaire
(76). Les sérogroupes les plus caractéristiques des souches entéro-invasives d’ £. coli sont

028, 029, 0124, 0143, 0144, 0152 et O164.

2.1.4 Escherichia coli entéro-hémorragique (EHEC)

Les souches entéro-hémorragiques d’E. coli sont associées, dans les pays
industrialisés, a des diarrhées sanguinolentes, des colites hémorragiques et au syndrome
hémolytique eturémique (HUS) (125). Les taux de HUS associés aux infections a EHEC
peuvents’élever 220% (64). L’une des principales sources de contamination a EHEC
chez ’humain seraitla viande de boeuf hachée, bien que lavolaille, le porc etl’agneau

puissent étre aussi porteurs (47). Trois facteurs de virulence sont reconnus chez les
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souches EHEC. Les vérotoxines detype 1 et 2 (VT1 et VT2) sont les facteurs les plus
caractéristiques. Un fort pourcentage desouches EHEC posséde aussiun plasmide de 60
MDa qui seraitimpliqué dans la production d’un fimbriae. Finalement, toutcomme les
souches EPEC, la plupart des souches EHEC produisent une intimine codée par le géne
eae, qui se trouve dans la région LEE et participe a la formation de Iésions de type
attachante-effagante (208). Les principaux sérogroupes caractérisant les souches EHEC

sont 0157, 026 et 0111 (107).

2.1.5 Escherichia coli entéro-aggrégante (EAggEC)

Les souches entéro-aggrégantes d’ . coli sont principalement associées a des cas
de diarrhée persistante chez les jeunes enfants des pays en voie de développement (199).
Cependant, elles peuventaussi occasionner des diarrhées chez les adultes, notamment chez
les personnes immunosupprimées (105, 170). Les souches EAggEC sont principalement
caractérisées par leur habileté a adhérer a des cellules (HEp-2) en culture en formant des
agrégats caractéristiques de bactéries (38).

AT exception del’adhérence aux cellules en culture, ce groupe debactéries est tres
hétérogéne et peut présenter différents facteurs de virulence. Parmi ceux-ci, ilyaune
entérotoxine, similaire a la toxine thermostable des ETECs, que’onnomme EAST1 (164).
Une protéine membranaire de surface de 18 kDa est aussi fréquemment retrouvée chez les
EAggEC et serait impliquée dans 1’adhérence particuliére de ces souches (32). Une
protéine ayant une homologie antigénique avec I’hémolysine d’ . coli est parfois retrouvée
dans le surnageant de cultures de souches EAggEC (6). Finalement, plusieurs souches
EAggEC sont hémagglutinantes (154). L’interaction entre ces différents facteurs de
virulence n’ est pas encore assez connue pour bien comprendre la pathogénie des souches

EAggEC. Il n’y a pas de sérotype caractéristique de ce groupe.

2.2 Facteurs de virulence des souches intestinales pathogénes d’Escherichia coli
2.2.1 Protéines membranaires de surface (OMP)
2.2.1.1 Intimine (Eae)

L’intimine Eae estun facteur de virulence chromosomique codé parle géne eae A
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des souches entéropathogénes et entéro-hémorragiques d’ £. co/ihumaines. Cefacteur
devirulence a également été retrouvé chez des souches d’ £. coliisolées des féces de porcs
(2,209), de lapins (2, 209) et de chevaux (78). Aussi, on a pu démontrer une relation
antigénique entre I'intimine des souches d’ E. coli delapins, deporcs et d’ humains (2, 209).
L’intimine Eae estune protéine membranaire de surface de 94 kDa qui estimpliquée dans

le développement des lésions de type attachant-effagant.

2.2.2 Adhésines
2.2.2.1 Antigéne du facteur de colonisation (CFA)

Les antigénes du facteur de colonisation (Colonization Factor Antigen) sontdes
fimbriae principalement d’origine plasmidique. Ils peuvent constituer des complexes de
sous-unités appelés "coli surface antigens" (CS) (175). Ils sont responsables de
I’attachement des bactéries ala muqueuse intestinale chezl’humain. Cetattachementse
ferait préférablement sur les glycoprotéines plutdt que sur les glycolipides des entérocytes
(201). Les CFAs seraient responsables du développement d’une immunité contre les

souches entérotoxigéniques d’E. coli (177).

2.2.2.2 Fimbriae des souches intestinales d’origine animale

Plusieurs adhésines sont retrouvées chezles souches intestinales animales d’ . coli:
K88 (F4), K99(F5), 987P (F6), F41, F17, F42, F141, F165, CS31A et CS1541. La
majorité de ces fimbriae appartiennent a des souches ETEC isolées chez le porcetlebovin

(175).

2.2.3 Toxines
2.2.3.1 Entérotoxines thermostables (STa et STb)

Les deux entérotoxines thermostables STa et STb, bien qu’ayant des noms
similaires, sont trés différentes. Les seules caractéristiques qu’elles onten communsontla
thermostabilité, un poids moléculaire faible et la capacité d’interférer avec le mouvement

de 1’eau et des électrolytes a travers 1’ épithélium intestinal (69).
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L’entérotoxine STa, aussi nommé STI, est un facteur de virulence codé parun
plasmide qui porte souvent des génes codant aussi pour d’autres facteurs de virulence,
notamment des facteurs de colonisation. Cette entérotoxine est retrouvée aussi chez des
souches d’origine porcine, bovine, aviaire ethumaine d’E. coli (4,68, 111,117,205). Le
récepteur de la toxine STa est une glycoprotéine ou une protéine (49, 56) associée ala
guanylate cyclase (197). L’activation de la guanylate cyclase entraine une hausse de
guanosinemonophosphate cyclique (GMPc) (81) favorisant éventuellement le reldchement
des fluides intracellulaires vers la lumiére intestinale (96).

Toutcomme STa, I”entérotoxine STb est codée parun plasmide hétérogene qui
porte aussi des génes codantpour d’ autres facteurs de virulence comme les facteurs de
colonisation, larésistance aux antibiotiques, la production de colicine et d’autres toxines
comme STaetLT (75). Contrairementa STa, I’entérotoxine STb n’estretrouvée que chez
les ETEC d’origine porcine (69). L’ entérotoxine STb n’occasionne aucune modification
des niveaux &’ AMPc ou de GMPc. Finalement, Dreyfus et collaborateurs (50) ont suggéré
que latoxine STb ouvriraitun canal de lamembrane plasmique dépendant du calcium qui

serait lié & une protéine régulatrice de liaison du GMP.

2.2.3.2 Entérotoxines thermosensibles (LTI et LTII)

Deux sous-types de toxines thermosensibles sontreconnus, soit la toxine LT-I et
latoxine LT-II. Lesous-type LT-Ise divise en deux sous-groupes; LT-Ip qui est exprimé
par des souches d’origine porcine et LT-Ih par des souches isolées chez I’humain.
L’entérotoxine thermosensible L ou LT-Iestun facteur de virulence plasmidique, mais
certains geénes situés dans le chromosome bactérien peuvent modifier son niveau
d’expression (94, 127). Comme la toxine du choléra, avec laquelle on observe 75% de
similarité dans laséquence des acides aminés (162), LT-Iest composée de 2 sous-unités,
soit A etB. Lefragment A1delasous-unité A estresponsable del’activité biologique,
alors que le fragment A2 est responsable delaliaison dufragment A1 alasous-unité B
(179). La liaison du fragment B se fait avec le récepteur GM1 retrouvé ala surface de
certaines cellules (121). Une fois fixé & son récepteur, LT-Imodifiele transport de certains

ions par I’ activation de I’adénylate cyclase, entrainant ainsiune augmentation intracellulaire
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d’AMPc (122). Cette augmentation d’ AMPc entraine la phosphorylation de protéines
responsables des mécanismes de transport des ions. Ainsi, I’inactivation des mécanismes
de transport des ions résulte en une hypersécrétion intestinale (161).

L’entérotoxine LT-1I estun facteur de virulence dont la structure est codée par le
chromosome bactérien (69). Le géne codant pour LT-I1 a été retrouvé chez des souches
isolées chez des humains, des bovins et des bisons (172). La structure de LT-II est
similaireacellede LT-1(67,79). Ladifférenceentre LT-Iet LT-Il estdémontréeparle
fait que LT-ITn’ est pas neutralisée par les anticorps dirigés contre latoxine du choléraou
contre la toxine LT-I (69). LT-II a le méme mécanisme de virulence que LT-, soit

I’ augmentation intracellulaire d’ AMPc (79).

2.2.3.3 Vérotoxines (VT1 et VT2)

Le terme vérotoxine provient du fait que ces cytotoxines sont 1étales pour les
cellules Véro (cellules rénales de singe vert africain) (97). Parlasuite, le terme “Shiga-like
toxin” (SLT)futemployé puisque latoxine Shiga, produite par Shigella dysenteriae, etla
vérotoxine produite par la souche H30 d’E coli étaient identiques aux points de vue
physico-chimique et biologique (133). Deux types antigéniques de vérotoxineont ét¢
caractérisés, soit VT'1et VT2 (93). Différents sous-types de VT2 ont été aussi identifiés,;
VT2c, VT2d et VT2e (70).

Les vérotoxines sont constituées de 2 sous-unités. Lasous-unité A est la portion
de la toxine possédant I’ activité biologique alors que la sous-unité B contient le site
d’attachement de la toxine aux récepteurs des cellules de ’hote. Le récepteur des
vérotoxines VT1 et VT2 estle globotriosyl ceramide (Gb3) (109, 196) et le récepteur de
VT2e est le globotetraosyl ceramide (Gb4) (163).

Les vérotoxines inhibent lasynthése protéique des cellules eucaryotes enayantune
activité ARN-N-glycosidase. L’absence de synthése protéique conduita lamort cellulaire.
Les génes codant pour les vérotoxines VT1 et VT2 sont transportés par des
bactériophages (169). Les vérotoxines sont trés immunogeénes et des anticorps anti-
vérotoxines ont été retrouvés chez des patients atteints de diarrhée et de HUS (63). La

vaccination avecune forme génétiquement modifiée de VT2e a conféré une protection
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humorale contre la maladie de I’oedéme chez des porcs (21).

Les vérotoxines sont les facteurs de virulence les plus caractéristiques des souches
EHEC responsables de diarrhées sanguinolentes et du syndrome hémolytique eturémique
(HUS) chez!’humain. Plusieurs espéces d’animaux peuvent étre porteurs sains d’ £. coli
vérotoxinogénes: lemouton, la chévre, lavache, le chat, le cochon, le chienetlepoulet
(11,47). Les bovins et les ovins sont considérés comme les deux principaux réservoirs
d’E. coli vérotoxinogene de sérotype O157:H7 qui est le plus important sérotype des

souches pouvant causer un HUS (77, 198).

2.3 Escherichia coli responsable d’infections extra-intestinales
2.3.1 Escherichia coli uropathogéne (UPEC)

Les souches extra-intestinales d’E. coli constituentune cause fréquente d’infections
du tractus urinaire (UTT) autant chez les humains que chezles animaux (58,87, 180). La
pathogénie des infections urinaires dues aux UPEC chez ’humain a été étudiée
intensivement, Les souches UPEC appartiennent fréquemment aux sérogroupes O1, 04,
06, 016, 018 et 075 (87). Elles expriment des adhésines fimbriaires telles que le
fimbriae P, I’adhésine afimbriaire (AFA), I’ adhésine non-fimbriaire (NFA), I’adhésine
fimbriaire S (SFA)ou lefimbriae detype 1. Les souches UPEC peuventaussi produire
des cytotoxines comme I’hémolysine et le facteur cytotoxique et nécrosant 1 (CNF 1) (87,

139).

2.3.2 Escherichia coli causant des septicémies (SEPEC)

Les souches septicémiques d’E. coli (SEPEC) induisent une colibacillose
systémique chezles humains et les animanx, se manifestant parune infection généralisée
comme lasepticémie ouuneinfection localisée comme laméningite ou |’ arthrite chez les
bovins et ovins, ou sous forme d’ aérosacculite chez la volaille (120). Les souches SEPEC
chez lavolaille s’appellent aussi APEC (Avian Pathogenic E. coli) (46). Les souches
SEPEC appartiennent aux sérogroupes O1, 02, 06, 08, 09, 011, 015, 017, O18,
020,045, 060,078, 083,093,0101,0112,0115 et O116. Lors desepticémie, les

souches SEPEC envahissent |’ hdte, souvent a partir dutractus gastro-intestinal, persistent
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dans le sang et colonisent les organes extra-intestinaux (39, 57). La pathogénie des
infections a SEPEC n’ est pas encore trés bien comprise. Certaines propriétés comme la
présence du type capsulaireK 1, la production desidérophores (par exemple aérobactine),
le LPS (endotoxine) et la présence de certaines adhésines sontsusceptibles de permettre
alabactérie d’ envahir I’hote et échapper aux mécanismes de défense de 1’organisme (120,

128, 129).

2.3.3 Escherichia coli causant des méningites (MENEC)
Les méningites causées par £. coli sont rencontrées principalement chez les
nouveau-nés. Prés de 80% des isolats associés avec cette maladie possedentune capsule

de type K1 (115, 165). Les souches responsables de méningites appartiennent aux

sérogroupes 01, 07, 016 et 018 (98).

2.4 Facteurs de virulence des souches extra-intestinales d’ Escherichia coli
2.4.1 Adhésines
2.4.1.1 Fimbriae P

Le fimbriae P estun facteur de virulence chromosomique codé par le groupede
génes pap nommés d’aprés leur fréquente association avec les infections du tractus urinaire
(Pyelonephritis-Associated Pili) (71). En effet, le fimbriae P serait le principal responsable
de ’adhérence d’E. coli aux cellules uro-épithéliales. De plus, des études
épidémiologiques et expérimentales ont démontré que cette adhésine seraitun facteur
d’ attachement d’ importance chez les souches causant des pyélonéphrites (89). Le fimbriae
P augmenterait lerisque de bactériémie chez les patients atteints de pyélonéphrite, ce qui
pourrait dégénérer en septicémie (187). Outrel’humain, lefimbriae P estaussi associé a
la colisepticémie aviaire (1, 48) et plusieurs membres de cette famille de fimbriacont été
associés a des infection dutractus urinaire chez le chien (58), ainsi qu’a des septicémies
chez le porc et le bovin (74).

Lefimbriae P esthabituellement composé d’une sous-unité structurale majeure, une
adhésine, de plusieurs sous-unités accessoires mineures impliquées dans le transport des

sous-unités, I’assemblage et I’ancrage, et de protéines régulatrices (71). Les antigénes du
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groupe sanguin P sontune famille d’ oligosaccharides contenantune portion terminale ou
interne Gal (a.1-4)-Galp (Gal-Gal) et sont présents sur certaines cellules mammaliennes
comme les érythrocytes humains et les cellules uro-épithéliales (5). L’adhésine du fimbriae
P permet I’ attachement des bactéries aux surfaces sur lesquelles la portion Gal-Gal est

présente soit naturellement ou suite a I’application de substances contenant des portions

Gal-Gal (87, 90, 106).

2.4.1.2 Fimbriae S

Lefimbriae S estun facteur de virulence chromosomique codé par I’opéron sfa (S
fimbrial adhesin) (73). Cette adhésineest trés souventretrouvée chezles souches d’ E. coli
causant la septicémie ou la méningite chez lenouveau-né (98)ou estisolée aussi de cas
d’infections du tractus urinaire (143). Chez les animaux, le fimbriae S contribue a la
pathogénicité de certaines souches causant, entre autres, des infections du tractus urinaire
(87). Chez ’humain, les souches d’E. coli exprimant le fimbriae S sont plus souvent
associées aux septicémies et aux méningites qu’aux infections du tractus urinaire (87).
Ainsi, le fimbriae P serait plus caractéristique des infections du tractus urinaire que le
fimbriae S (98).

Tout comme le fimbriae P, la structure du fimbriae S est constituée de quatre
régions fonctionnelles qui codent pour des sous-unités protéiques structurales mineures et
majeures, des facteurs régulateurs et des protéines impliquées dans le transport et
1’assemblage des fimbriae (171). Lefimbriae S s attache avec une grande affinité aux
récepteurs contenant laséquence d’acidesialique 02-3 lactose (98). Cette séquencefait
partie de certaines glycoprotéines incluantla glycophorine A, mais peut aussi seretrouver
sur des composantes glycolipidiques des cellules eucaryotes (147). Il futdémontré queles
bactéries exprimant le fimbriae S étaient capables des’attacher aux cellules uroépithéliales,
aux glomérules rénaux, a1’endothélium vasculaire dureins et de lavessie et aussi aux
cellules de I’encéphale de rat (99, 100, 151). 1l est intéressant de souligner que le lait
humain contient des facteurs qui se fixent spécifiquement aux bactéries exprimant le fimbriae
S, ayant comme conséquence d’offrirune certaine protection aux nouveau-nés contre ces

E. coli potentiellement pathogénes (167).
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2.4.1.3 Adhésines afimbriaires (AFAs)

Les adhésines AFAs sont des facteurs de virulence chromosomiques (175)
impliqués principalement dans les infections du tractus urinaire chez I’humain. Ces
adhésines sont qualifiées d’afimbriaires car elles ne sont pas organisées comme des
fimbriae, mais plutdtsemblent étre attachées directement & 1a surface bactérienne (166).
Ensebasant sur des réactions sérologiques, les AF As ont pu étre classées en4 groupes,
AFA-I, AFA-TI, AFA-IIlet AFA-IV (102, 103). Lamajorité des AFAs reconnaissent
des déterminants associés avec le groupe sanguin M/N qu’on retrouve sur les érythrocytes

humains et aviaires (103, 132).

2.4.1.4 Adhésines non-fimbriaires (NFAs)

Les adhésines non-fimbriaires (NFAs) sont des facteurs de virulence
chromosomiques (175) retrouvés chezles souches uropathogénes d’ £. coli (3,61). Ces
structures sont constituées d’une centaine d’ adhésines polypeptidiques similaires entourant
lasurface delabactérie pour formerune substance amorphe ressemblant aune capsule.
Cette substance amorphe ne peut étre visualisée que par microscopie électronique apres
stabilisation avec des anticorps (166). Les NFAs adhérent et agglutinent seulement les
érythrocytes humains. Cingsous-types deNFAs ont été caractérisés jusqu’a présent soit
les NFA-1 3 NFA-5. Toutes les NFAs caractérisées reconnaissent des portions
d’hydrates de carbone associées  la glycophorine A présente sur les érythrocytes humains

(166).

2.4.2 Toxines
2.4.2.1 Hémolysine a

1l existe trois principaux types d’hémolysine chez E. coli; I’hémolysine-o,
1’hémolysine-p et’entéro-hémolysine. L’hémolysine-oestrelichéeal’extérieur dela
bactérie et se retrouve ainsi libre dans la circulation sanguine, dans les tissus ou encore dans
le surnageant des cultures bactériennes. L’hémolysine-f et I’ entéro-hémolysine demeurent
plutdt associées alabactérie (10). Le géne Aly codant pour la production de ’hémolysine-

o est généralement situé sur le chromosome chez les souches humaines et surun plasmide
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chez les souches animales d’E. coli (72, 87).

Les souches produisant 1’hémolysine-a sont associées avec des maladies extra-
intestinales comme les infections du tractus urinaire, la septicémie et laméningite chez
I’humain (30, 72), les infections du tractus urinaire et la gastro-entérite chez le chien, ainsi
que ladiarrhée eta lamaladie del’oedéme chezleporc (30). Comme sonnom !’ indique,
’hémolysine-o. occasionne la lyse des érythrocytes, mais elle est aussi toxique pour
plusieurs types de cellules notamment les monocytes, les granulocytes, les lymphocytes et
les cellules endothéliales (29, 30, 87). Le dommageaux cellules phagocytaires jouerait
probablement le principal role dans 1’ établissement d’une infection par les souches
produisant I’hémolysine-o. Le géne codant pourI’hémolysine-o est souvent associé avec
la présence d’ autres facteurs de virulence comme la résistance au sérum (80), certains
sérogroupes (e.g. 04, 06, 018 et 075) (55, 71, 80), certains antigénes K (55, 87), le
CNF1 (147) ainsi que les fimbriae P et S (14, 72, 73).

2.4.2.2 Facteur cytotoxique et nécrosant CNF1

Deux types de facteurs cytotoxiques et nécrosants ont été caractérisés, soit CNF 1
et CNF2 (42). Les souches produisant le CNF2 n’ étant retrouvées que chez les bovins
et les ovins, seul CNF1 sera discuté. Le facteur cytotoxique et nécrosant 1 est une
protéine de 115-kDa (41) codée par le chromosome bactérien (70). Chez!’humain, le
CNF 1 est produit par des souches provenant de cas de diarrhée, d’infections du tractus
urinaires ou debactériémies (26,27, 33). Chezles animaux, les souches produisant CNF1
ont étéisolées dans des cas d’entérites porcines, bovines et canines (42, 147, 148), dans
des infections extra-intestinales chezlebovin etle félin (41, 147, 148) et dans lamicroflore
intestinale normale de chats sains (16).

Latoxine CNF1, lors d’injections intrapéritonéales et intraveineuses, est létale chez
la souris (15). Elle occasionne également une nécrose de la peau lors d’injections
intradermiques chez le lapin (15, 25, 41). Uneréponse inflammatoire locale estobservee
lors del’injection de CNF 1 dans les coussinets plantaires delasouris. Auniveau cellulaire,
il est & noter que la toxine CNF1 induit, chez les cultures de cellules HeLa, une série

d’ effets cytopathogénes parmi lesquels une hypertrophie cellulaire, une réorganisation du
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cytosquelette, un arrétirréversible de lamitose, unehypertrophie etune fragmentation
nucléaire ainsi que la mort cellulaire 5 jours aprés inoculation (43). La production de
CNF1, par les bactéries, est parfois associée avec la présence d’autres facteurs de
virulencesur les flots de pathogénicité commele fimbriae P, aérobactine, 'hémolysine-o

et la résistance au sérum (14, 15, 147).

2.4.3 Type capsulaire K1

Parmi tous les types capsulaires caractérisés chez E. coli, K1 est sans doute celui
qui estle plus associé alavirulence bactérienne. L’ antigéne K1 estun polysaccharides
homopolymeére de I’ acide sialique qui est, au point de vue de sa structure, identique au
polysaccharide capsulaire de Neisseria meningitidis du groupe B (160).

Lavirulence associée aux souches d’E. coli K1 serait duea lastructure de ce type
capsulaire qui masquerait les déterminants antigéniques sous-jacents, empéchant le
développement d’anticorps spécifiques et]’activation de lavoie alterne du complément
(174). D’ailleurs, on reconnait que le type capsulaire K1 procure larésistance a I’ effet

bactéricide du sérum et pourrait contribuer a la résistance a la phagocytose (39).

2.4.4 Lipopolysaccharides (LPS)

Lelipopolysaccharide estune importante composantestructurale et antigénique des
bactéries Gram négatives. 1l est composé detrois domaines structuraux distincts soient le
lipide A, le core (oligosaccharide) et 1’antigéne O (polysaccharide) (155).

Lelipide A duLPS contientun composanttoxique, I’endotoxine, responsable en
grande partie de plusieurs effets pathophysiologiques chez I’hote incluant le choc
endotoxique (119, 155). Le core consiste enun petit polysaccharide qui contientunsucre
inhabituel, le 3-kéto-2-déoxyoctonate (KDO) ainsi que d’autres sucres plus fréquents
comme ’heptose, le glucose, le galactose et le N-acétyl glucosamine (159). L’antigene O
du LPS consiste en plusieurs unités d’oligosaccharides de compositions chimiques etde
structures variables (84, 138).

Lamajorité de I’activité biologique du LPS est due au lipide A, mais I’antigene O

estaussiunimportant facteur d’interactions avec1’h6te (190, 202). Le LPS estimpliqué
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dans la virulence d’E. coli et est responsable de I’ activation d’une grande variété de
réponses immunologiques. La mitogénése des lymphocytes B, I"activation des
macrophages et’induction de plusieurs cytokines font partie de ces réponses du systéme

immunitaire de I’h6te (119).

2.4.5 Aérobactine (sidérophore)

Le fer étantune ressource limitante pour la persistance des bactéries au sein de
I’hdte, unsystéme permettant une meilleure acquisition de métal devientun atout précieux.
Chez E. coli, ’aérobactine est le sidérophore le plus efficace (12, 22, 126). Le géne
codant pour ce facteur de virulence peut étre situé soit sur un plasmide ou sur le
chromosome (65). L’aérobactine fait partie de la famille de sidérophores de type
hydroxamate a I’ origineisolé chez Aerobacter aerogenes. Cesidérophore fonctionne en
captant I’ion ferrique (Fe*) des protéines deI’hdte liant le fer tels quela transferrine, la
lactoferrine ainsi que la ferritine (28).

On reconnait de plus en plus que I’association entre la capacité de produire
I’ aérobactine et la virulence est particuliérement forte chezles souches isolées d’infections
extra-intestinales commelasepticémie , laméningite et les infections du tractus urinaire (83,
187, 194). De plus, il a été observé que 1’aérobactine serait le principal moyen que la
bactérieutilise pour capter le fer et que I’hémolysine- a.servirait de mécanisme alternatif

(136).

3. Colibacillose aviaire
3.1 Généralités

Les premiers cas d’infections a coliformes chez la volaille ont été répertoriés par
David et Twisselman & la fin des années 30 (66). Par lasuite, le potentiel d’E. coli, entant
que micro-organisme pathogéne chezlavolaille, fut établi. Lacolibacillose aviaireréfére
atoute infection, systémique ou localisée, causée entiérement ou partiellement par £. coli.
Ainsi, la colibacillose englobe lacolisepticémie, le coligranulome, I’ aérosacculite (maladie
respiratoire chronique), la cellulite, le syndrome dela téte gonflée, la péritonite, la salpingite,

I’ ostéomyélite/synovite, lapanophtalmie et " omphalite (infection du sac vitellin). Hormis
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les infections dusacvitellin, toutes ces pathologies nécessitent des facteurs prédisposants
comme une infection primaire par un autre agent pathogene (bactérie, virus ou parasite),

une déficience immunitaire, une déficience alimentaire ou encoreune mauvaise gestion de
I’environnement (eau contaminée, ventilation ou température inadéquate) (7, 124,131,

193). Cependant, mémesila majorité des infections a £. coli sont secondaires, seulement
les souches possédant certains facteurs de virulence ont le potentiel pour causer une
infection. Ce sont les APEC ou E. coli pathogénes pour les aviaires.

Evidemment, ces conditions occasionnent des pertes économiques pour I’ industrie
aviaire, soit en retardant la croissance des oiseaux affectés ou soit en causant des
condamnations dans les abattoirs. Uneétude adémontréque les pertes dues a la cellulite
chez le poulet de chair aux Etats-Unis s’élevaient 4 prés de 20 millions de dollars
annuellement (118). Ces pertes dues aux infections a . coli peuvent cependant étre
grandement réduites par le contrle des facteurs prédisposants. La cellulite et
I’ aérosacculite étant les deux pathologies a E. coli les plus prévalentes au Québec, une

analyse plus approfondie de ces maladies s’impose.

3.2 Description des pathologies
3.2.1 Cellulite

Lacellulite aviaire estune infection chronique de la peau affectant le tissu sous-
cutané del’abdomen et delarégion péricloacale du poulet. Etant asymptomatique, ¢’ est
une condition qui normalement n’est détectée qu’a I’abattoir et qui entraine des
condamnations. On remarque sa présence par une coloration jaunétre de la peau des
régions affectées (24). Bien qu’on ait déjaisolé Streptococcus dysgalactiae delésions
de cellulite, . coli est]’agent pathogéne le plus fréquemment isolé de cette maladie du
poulet (116). D’ailleurs, des études ont permis de reproduire expérimentalement des

1ésions de cellulite avec des isolats d’E. coli provenant de cas cliniques (60, 146).
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3.2.2 Aérosacculite

L’aérosacculite chezle poulet est souvent secondaire aune premiére infection par
différents agents pathogénes comme le virus de labronchite infectieuse (IBV), le virus de
lamaladie de Newcastle (NDV) ou encore une infection a mycoplasmes (24). Deplus,
un taux élevé de poussiére et d’ammoniac émanant des féces provoquerait I’ atrophie des
cils des cellules épithéliales (123, 141). Ainsi, les dommages causés par ces infections
primaires et les autres facteurs environnementaux rendraient 1’ épithélium respiratoire plus
susceptible a I’invasion par E. coli.

L’aérosacculite, via la circulation sanguine, peuts’étendre aux tissus adjacents,
causant des pneumonies, des pleuropneumonies, des péricardites ou des périhépatites (24).
C’estune maladie qui normalement se rencontre chezles poulets 4gés de4 a9 semaines
et chez les dindes plus agées. Des pertes économiques considérables résultent de la
morbidité, delamortalité et de la condamnation des oiseaux atteints. Tout comme pour
la cellulite, des infections expérimentales ont permis de reproduire des lésions

d’aérosacculite (59, 62).

3.3 Sérotypes et facteurs de virulence des APEC

Les souches aviaires d’E. coli sontsimilaires, du point de vue dela colonisation de
1’héte, aux souches extra-intestinales humaines puisqu’elles envahissent la circulation
sanguine & partir d’un épithélium, mais celui du tractus respiratoire au lieu du tractus digestif
comme chez] humain. Ainsi, iln’ est pas surprenant que quelques facteurs de virulence
soient communs aux deux types de bactéries, ¢’est-a-dire les fimbriae, larésistance au
sérum, la production d’aérobactine et la présence du type capsulaire K1 (23, 48,207).
De plus, certains sérotypes associés avec des infections entériques chez I’humain et des
souches produisant des toxines thermostables et thermolabiles ont déja été isolées dans
I’intestin de poulets (4, 36, 182). Cependant, la production detoxines par les APEC est
plutdt rare (18, 145, 195).
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3.3.1 Sérotypes

Premiérement, il importe de mentionner que plusieurs isolats d’APEC
n’appartiennent a aucun sérogroupe O établi et sont classifiés non-typables. Cependant,
certains sérogroupes sont reconnus comme étant pathogenes chezle poulet: 01, 02, 03,
06, 08,015,018, 035,071,074, 078, 087, 088, 095, 0103 et 0109 (66). Parmi
ceux-ci, trois sont particulierement prévalents, soient 01,02 et 078 (37,116, 145, 176).

Ces sérogroupes sont également réguliérement isolés chez I’ humain.

3.3.2 Fimbriae type 1

La colonisation de I’hdte par les bactéries doit d’abord étre précédée par
1’adhérence de ces derniéres aux surfaces épithéliales. Chezles poulets, il a été démontré
que ’adhérence d’E. coli a I’ épithélium trachéal était possible grace a la présence du
fimbriaetype 1 (45, 150). Cefimbriae est aussi expriméau niveau du tractus respiratoire
inférieur, mais son expression cesse lorsque labactérie se retrouve dans la circulation
sanguine ou dans les organes autres que les poumons. De plus, dans une expérience
effectuée invitro, il a été rapporté que les isolats les plus pathogénes étaient résistants a
1’opsonisation et & la phagocytose en I’absence des fimbriae de type 1, alors que les
bactéries de tous les isolats étaient rapidement tuées par les macrophages aviaires
lorsqu’elles exprimaient les fimbriae de type 1 (150). Bien que ces résultats présententle
fimbriae de type 1 comme un facteur de virulence, ce facteur d’attachement est aussi

fréquemment retrouvé chez des isolats commensaux d’E. coli (51, 95).

3.3.3 Fimbriae P

Le fimbriae P estaussiun de ces facteurs d’attachement exprimé par les souches
aviaires d’F. coli de sérogroupe O1 (1, 48, 192). 1l a été démontré que des souches
septicémiques aviaires exprimaientun fimbriae qui serait presqu’identique au fimbriae P, de
sérotype F11, des souches impliquées dans les infections du tractus urinaires chez]’ humain
(149, 192). Contrairement au fimbriae de type 1, I’expression du fimbriae P n’est
observée que chez les bactéries isolées des sacs aériens, des poumons, des reins, dusang

et du liquide péricardique des poulets inoculés par des isolats pathogenes. Ainsi, le fimbriae
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P seraitimpliqué dans la colonisation des organes internes et dans la persistance systémique

de la bactérie (150)

3.3.4 Hémagglutinine thermosensible (Tsh)

L’hémagglutinine thermosensible (Tsh) estune protéine de 140 kDa qui agglutine
les érythrocytes de poulets (152). Le géne codant pour cette protéine ad’abord étéisolé
et caractérisé chezune souche aviaire desérotype 078 (152). L’hémagglutination étant
variableen fonction de la température, le qualificatif thermosensible était bien approprié
(152). Demiérement, on a cependant observé que la production de cette hémagglutinine
était possible a37°C (178). Leséquengage des acides aminés a démontré une certaine
homologie entre Tsh et les protéases, s’attaquant aux immunoglobulines A1, produites par
Haemophilus influenzaea et Neisseria gonorrhoeae. De plus, Tsh présenterait une
séquence d’acides aminés presqu’identique a celle d'une autre protéase des IgA, laHbp
(Dozois 1999, communication personnelle). Tsh estune protéine membranaire externe qui
joueraitun role dans 1’adhésion des E. coli pathogene au tractus respiratoire des poulets
(152). D’ailleurs, une étude récente a démontré une forte association entre la présence de
Tsh etla virulence des isolats. En effet, tandis que 62% des isolats provenant de Iésions
exprimaient Tsh, aucun isolat provenant de la microflore ne présentait ce facteur de

virulence (114).

3.3.5 Aérobactine

Lesidérophore aérobactine est fréquemment retrouvé chezles APEC (108, 145,
195). De plus, ce facteur de virulence est généralement plus prévalent chez les isolats
provenantde [ésions que chez les isolats dela microflore intestinale normale (145). La
capacité de croitre dans un milieu pauvre en fer libre serait fortement associée a lavirulence

des APEC (44).

3.3.6 Résistance au sérum
La résistance a ’effet bactéricide par le complément du sérum est due

principalementa des structures de surface commela capsule, le lipopolysaccharide ou
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encore les protéines membranaires externes (66). Chez le poulet, on associe cette
résistanceau sérum avec les souches septicémiques d’£. coli (207). D’autres études ont
démontré que les souches résistantes au sérum étaient plus virulente (13, 195). Certains
éléments, conférant la résistance au sérum, seraient codés par des geénes situés soitsurle
plasmide Col V (13) ou sur le plasmide R (157, 158). Ces plasmides augmenteraient

I’habileté d’E. coli a échapper a ’effet bactéricide du complément.

3.3.7 Type capsulaire K1

Letype capsulaire K 1 est associé principalement avec les sérogroupes O1 et O2
(66). L’antigéne K1 est aussi associé avec les souches provenant d’infections extra-
intestinales chez I’humain. Parsastructure, ce type capsulaire offrirait une protection
contrel’effetbactéricide du complément et rendrait les bactéries trés peu immunogenes.
On a aussi démontré que la production du type capsulaire K 1 était déterminante pourla

virulence des APEC (40).

4, Animaux: sources d’Escherichia coli pathogéne pour ’humain
Escherichiacolifaitpartie de lamicroflore intestinale normale des humains et des
animaux. Cependant, les animaux peuvent étre porteurs asymptomatiques d’E. coli
pathogéne pour ’humain. Ainsi, plusieurs études ont démontré que les bovins
constitueraient un importantréservoir d’E. coli vérotoxinogenes (VTEC) (20, 88,137).
Une de ces études rapporte la présence, chez les bovins, de plus de 100 sérotypes
vérotoxinogenes parmi lesquels plusieurs seraient similaires génétiquement aux VITEC isolés
chez!’humain (88). Rarement, on aisolé des souches vérotoxinogenes chezles poulets
(47). Les souches vérotoxinogenes d’E. coli de sérotypes O157:H7 sont considérées
principalement comme des agents pathogénes responsables de toxi-infections alimentaires
chezI’humain dues, entre autres, ala consommation de viande deboeufhachée (47). Par
contre, latransmission directe de VTEC via des féces animales est aussi rapportée (113,

156, 181, 186).
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Ojeniyi et collaborateurs (134) ontrapporté latransmission directe d’E. coli de
poulets a1’humain. En effet, aprés avoir donnéune cultured’ E. coli per os ades poulets,
les auteurs ont pu isoler et identifier, selon des méthodes phénotypiques, la souche
expérimentale dans les féces des animaliers des fermes d’élevages. Cette méme étude
rapporte queles souches isolées des animaliers et celles retrouvées chez les poulets ont
présenté les mémes patrons de résistance aux antibiotiques.

De plus en plus, la caractérisation génotypique et phénotypique est utilisée afin
d’évaluerles relations clonales pouvant exister entre les souches animales ethumaines d’ £.
coli. Ces études ont souvent pourbut principal d’évaluer le risque, pour I’humain, associé
aux souches animales de cette bactérie pouvant étre a la fois commensale et pathogene.
Ainsi, une étude adémontré que les souches de sérotype O6:H1 isolées de différents types
d’infections chez’humain, le chien, le porc et lavache appartenaient a des clones reliés
(34). Dans une étude de méme type, on a démontré que les souches desérotype O2:K1
isolées chez1’humain et chezles animaux, incluant le poulet, appartenaient a des clones tres
apparentés (1). Cettederniére étuderapporte quelesisolats d’origine aviaire et humaine
appartenant au méme clone ne pouvaient étre distingués que par leur contenu en plasmides.
Chérifi et collaborateurs ont aussi démontré que les souches septicémiques O78 isolées
chez’humain et chez les animaux, dont le poulet, étaient génétiquement tres reliées (35).
L’ensemble de ces études indiquent que plusieurs espéces animales constitueraient une

source possible d’E.coli pathogenes pour 1’humain.

5.0 Problématique et objectifs
5.1 Problématique

Ces derniéres années, une augmentation de la prévalence des infections a £. coli
aétéobservée chez le poulet de chair: en téte deliste, la cellulite et’aérosacculite. Les
1ésions sont souvent peu évidentes et la possibilité que des poulets atteints de ces maladies
échappent aux contrbles de !’ inspection vétérinaire est bien réelle. Puisque les risques
associés a la présence de cette bactérie dans ces Iésions sont méconnus, les politiques
reliées ala disposition des carcasses sont relativement sévéres et augmentent les pertes

pour I’industrie. Face a cette situation et considérant la possibilité que des poulets
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contaminés avec cette bactérie se retrouvent sur le marché de la consommation, il devenait

important de caractériser le risque, pour I’humain, associé aux souches aviaires d’ . coli.

5.2 Objectifs
5.2.1 Objectif principal
Déterminer si les souches d’E. coli retrouvées dans les lésions de cellulite et

d’aérosacculite chez le poulet de chair constituent un risque pour la santé humaine.

5.2.2 Objectifs spécifiques
-Déterminer si les isolats provenant des lésions de cellulite et d’aérosaculite sont

génétiquement reliés a ceux retrouvés dans des pathologies chez les humains.

-Vérifier si les isolats provenant des lésions de cellulite et d’aérosacculite sont

génétiquement reliés & ceux que ’on retrouve sur la peau saine du dos des oiseaux sains
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the risk for human health associated with
pathogenic Escherichia coli isolated from airsacculitis and cellulitis in chickens, by
comparing the genotypic and phenotypic profiles of avian £. coli isolates to human E. coli
isolates recovered from sick humans during the same period and in the same geographical
areaasthe avianisolates. A total of 96isolates and 46 isolates from lesions of cellulitis and
airsacculitis respectively were obtained. Isolates from thebacks of someof the affected
and healthy birds and 91 intestinal and extra-intestinal isolates from humans with diarrhea,
urinary tract infections or septicemia were examined. The frequency of antimicrobial
resistance was in general higher inthe avian than in the humanisolates. VT1-VT2-Eae and
VT2-Eae, pathotypes associated with HUS and bloody diarthea in humans, were the most
frequently encountered pathotypes in human intestinal isolates, but were not recovered from
the avianisolates. Aero-Pap-TSHand Aero-TSH were the most frequently encountered
pathotypes in avianisolates, but were rarely observed inhuman isolates. No avianisolate
belonged to serogroup 0157, whereas many human isolates belonged to this O group.
078 and O2 were the most frequently observed O groups in avian isolates, but were rarely
found inhumanisolates. Only two avian isolates demonstrated possible relatedness to
human isolates based on PFGE profiles, but belonged to different pathotypes. Results of
this study suggest that avian isolates recovered from cellultis and air sacullitis possess very
few of the attributes required to cause diseases in humans. Itis also concluded thatisolates
from cellulitis and airsacculitis do notrepresent a greater hazard than isolates from theback

of healthy birds.
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Escherichia coli is aworldwide cause of infection in humans and animals, resulting
in avariety of intestinal and extra-intestinal diseases (7,31). Evenifonly asmall proportion
of E. coli isolates can be harmful for humans, one important source of infection with
pathogenic isolates is contaminated food and water, although direct human to human
transmission of .. coli is possible. E. coli is found in the normal microflora of the intestine,
butasmall proportion can cause pathogenic processes in theuncompromised host. These
pathogenic E. coli possess virulence factors or attributes which promote bacterial
colonization and/or invasion of tissues, subsequently leading to manifestation of disease
(31).Inaddition, £. coli strains recovered in pathogenic process are generally genetically
linked or belong to a limited number of clones (1, 8, 9, 28, 38).

Cellulitis and airsacculitis are two important avian diseases caused by . coli, most
often by serotypes O78 and 02, and are responsible for extensive economical losses due
to condemnation of broiler chickens harbouring lesions associated with these diseases (2,
14, 17,25). These losses could be greatly reduced by a less radical condemnation of
affected birds. However, the potential for strains causing these diseases in chickens tobe
pathogenic in humans is notknown. Any re-assessment of post-mortem condemnation
practices would require athorough characterization of the risk to humans subsequentto a
possible exposure to this bacterial pathogen.

The aim of this study was to characterize the risk associated with avian strains of
E. coli isolated from airsacculitis and cellulitis, by comparing the genotypic and phenotypic
profiles of avian . coliisolates and E. coli strains isolated from sick humans during the
same period and inthe same geographical area as the avian isolates. Anotherobjective
was to determine whether birds harbouring these lesions represent a greater risk than

healthy birds.
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MATERIALS AND METHODS

Sampling and bacterial isolation. Avian E. coli isolates were collected in a
federally registered abattoir slaughtering birds from various regions of the province of
Quebec, Canada. Affected birds wererandomly selected during 18 different visits and
keptapart after the evisceration process, following identification of the pathology by a
veterinarian. Broiler chickens harbouring lesions of cellulitis (n=105) and airsacculitis
(n=55)were swabbed. Forbirds with cellulitis, skin surrounding the apparent lesions was
seared with a heated spatula, incised with a sterile scalpel and some of thefibrino-caseous
material was recovered with aswab. For birds with airsacculitis, only unruptured air sacs
were swabbed. A quaternary ammonium solution was applied on airsacs (Quatsyl-D,
Upjohn Co., Orangeville, ON, Canada) and an incision was made with asterile scalpel, to
harvest the purulentmatter. Samples were also collected from the back (7.5cm by 7.5cm)
of some of the affected birds and of healthy birds in the same production lots (n=66). The
samples were placed in Culturette transport tubes (Becton Dickinson, Rutherford, New-
Jersey). Inthe following 6 hours, swabs were directly plated on both MacConkey agar
and Tryptic Soy agar (Difco Laboratories, Detroit, MI) supplemented with 5% bovine
blood (BA) and incubated for 18 hours at 37°C inan aerobic atmosphere. Three lactose-
positiveisolates per sample were selected for further biochemical testing ( TSI, citrate
Simmons, urea hydrolysis, methyl red and Voges-Proskauer) to confirm the presence of
E. coli. Tsolates not showing a characteristic profile of £. colion TSIwere processed in
the API 20E (Biomérieux Vitek Inc., Hazelwood, USA) system to ensure a proper
identification. Human strains (n=91) werekindly provided by the Laboratoire de Santé
Publique du Québec and randomly selected among isolates from different specimens such
as faeces (n=55), blood (n=15), urine (n=14), liver (n=2), pus (n=1) and of indeterminate
origin (n=4), from clinically ill patients. Thesestrains were primarily isolated in hospitals
located in the same geographical area as the sampled abattoir, in cities on the north and
south shores of the St-Lawrence River, between Montreal and Quebec. Human isolates

were collected during the same period as the avian sampling.
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Genotypic characterization. i) Preparation of DNA probes and colony
hybridization. Gene probes for various virulence factors were either derived from
recombinant plasmids or generated by PCR as described previously (4, 41). DNA
fragments were labeled with [a-**PJdCTP by using a multiprimer DNA labeling kit
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) according to the instructions of the
manufacturer. For colony hybridization, isolates were spotted onto Luria-Bertani agar
(DIFCO laboratories, Detroit, Michigan) and incubated for 4 to 5 hours at 37 °C. Colonies
werethen transferred to Whatman 3MM filter paper 451 (Whatman International Ltd.,
Springfield Mill, England). Appropriate positive control strains wereincluded on each filter.
The filters were processed, hybridized, and revealed by autoradiography as described
previously (6,41). Gene probes wereused to detect the following virulence factors; Eae
(intimin) (4), pap-encoded (Pap) fimbrial system (11), temperature-sensitive hemagglutinin
(TSH) (30), aerobactin iron-sequestring system (Aero) (12), hemolysin (Hly) (12),
cytotoxic necrotizing factors type 1 and type 2 (CNF 1 and CNF2)(29), verotoxins (Shiga-
liketoxins) type 1 and type2 (VT1and VT2)(41), heat-stable toxins (STaand STb) (41)
and heat-labile toxin (LT) (41).

ii) Pulse Field Gel Electrophoresis of DNA. Genomic DNA was isolated by
amodified version of the method of Kaufmann and Pitt (19). Briefly, for eachisolate, a
large number of colonies of a pure overnight culture grown on blood agar were suspended
in 75mM NaCl- 25mM EDTA (pH 7.5) (SE) to an optical density of 1.5 at 625 nm.
Then, 500l of this suspensionwas mixed with 500pl of 1.5% low gelling temperature
agarose (Sigma Chemical Co., St-Louis, Missouri) dissolved in SE. The mixturewas kept
at 56°C until it was dispensed into molds. After 10 min at4°C, the solidified plugs were
transferred into 3.6ml of 1% (w/v) N-lauryl sarcosine- 0.5M EDTA (pH 9.5) (Lysis
Buffer). Tothis mixture, 0.4ml of a 10mg/ml solution of Proteinase-K (Sigma Chemical
Co., St-Louis, MQ) in 50mM Tris- ImM CaCl, (pH 8.0) was added. The cell lysis was
carried out for 20 hours at 56°C in awater bath. Onthe following day, the agarose plugs
were washed with 10 mM Tris- 10mM EDTA (pH 7.5) (TE) and stored in this buffer.

Before digestion of bacterial DNA, plugs were pre-electrophoresed to improve the clarity
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of restriction pattern(37). Agarose-embedded DNA was digested with 20U of restriction
endonuclease Xbal (Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD) at 37°C for 18 hours then
on the following day with 10U Xbal for 2 hours. PFGE was performed with the Gene
Navigator system (Amersham Pharmacia Biotech) ina 1.2% high gelling agarose (Sigma
Chemical Co.)- Tris-borate EDTA 0.5X buffer gel in accordance with the manufacturer’s

instructions. The gel was run for 20 hours ata constant voltage of 200 V, using pulse times
of 5to25s with linear ramping, an electrical field angle of 120°, and atemperature of 10°C.

The gels were stained with ethidium bromide, destained in distilled water and photographed
on Type 667 Polaroid instant sheet film apparatus under UV illumination. Two lambda

ladder PFGE markers (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) were used on each gel.

Phenotypic characterization. For all isolates recovered from lesions, O
serotyping was carried out by the standard slide and tube agglutination techniques (13).
Antimicrobial susceptibility was tested with disks (Unipath Ltd., Basingstoke, England)
using the Kirby-Bauer technique (22) onunsupplemented Mueller-Hinton agar plates. The
following antibiotics were examined: amikacin, ampicillin, cephalothin, enrofloxacin,
erythromycin, gentamicin, neomycin, penicillin G, spectinomycin, sulphamethoxazole-
trimethoprim, sulfisoxazole and tetracycline. The choice and concentration of the antibiotics
was based on recommendations by the National Committee for Clinical Laboratory

Standards (26).

Statistical analysis. To determineifthere was significant difference between two
proportions, the Fisher’s exact test and the Chi-square test with confidence intervals of
95%wereused. To determinethe relationships amongthe different isolates, weused the
Image Master 1D Elite software (Amersham Pharmacia Biotech). PFGE profiles were

compared with each other by using the Dice similarity coefficient (20)
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RESULTS AND DISCUSSION

In Canada, an important increase in diseases associated with £.coli, such as
cellulitis and aerosacculitis, has been observed in poultry (2). Thelesions associated with
these conditions are not always easily detected in carcasses at the abattoirs and the
possibility that contaminated chickens may reach the consumer prompted us to evaluate the
hazard for human health associated with the presence of these bacteria.

Some authors had reported that animals may be a potential source of pathogenic
E. coli forhumans (1, 8,9, 27). Cherifiand collaborators (9) found a clonal relationship
between septicemic human and animal O78 E. coli isolates based on biochemical
characterization of these isolates. Clonal relationships have also been found between
human and animal isolates of £.coli of the serogroups 06 (8) and 02:K 1 (1). Inone of
these studies, avian and human isolates of the same clonal group could be distinguished only
by their plasmid content (1). Direct transmission of . coli from poultry to humans has also

been reported (27).

Antimicrobial resistance. Firstly, since this property is often used as an
epidemiologic tool, the resistance to antimicrobial agents of the E. coli isolates of the
different origins was examined. Most of the human and avian isolates were multiresistant
(datanotshown). Overall, the human and avian isolates showed little or no resistance to
neomycin, amikacin and enrofloxacin (Table 1). Onthe other hand, theresistance rates to
spectinomycin, tetracycline and sulfisoxazole were higher in avian than in human isolates.
In addition, no humanisolate was resistant to gentamicin whereas almost half of theavian
isolates were resistant to this antibiotic. Therefore, certain differences were observed inthe
antibiotic resistance patterns of avian and human isolates. Although itwas suggested that
indiscriminateuse of antibiotics in animals has led to an increased resistance to antibiotics
in bacteria pathogenic to humans (32) these results suggest that poultry are notthe source

of many of the pathogenic human E. coli isolates.
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Virulence factors. The authors wished to verify if avian £. coli isolates recovered
from lesions of cellulitis or airsacculitis possessed virulence attributes which may permit
them to cause disease inhumans. Mostofthe human and avian isolates possessed more
than one ofthe virulence factors tested. The authors were thus interested to look for the
different associations of virulence factors (pathotypes).

Firstly, the prevalence of pathotypes already known to be associated with human
diseases was examined. In the human intestinal isolates, the most frequent pathotypes
encountered were VT1-VT2-Eae and VT2-Eae (Table 2). These are common
pathotypes of verotoxigenic E. coli (VTEC) or enterohemorragic . coli (EHEC),
associated with hemolytic and uremic syndrome (HUS) and bloody diarrhea in humans (35,
40). In contrast, isolates of these two pathotypes were not found inlesions or onthe backs
of the chickens sampled. Thus, itisunlikely thatthesechickens are a source of VIEC for
humans. Inthe human extra-intestinal isolates, the pathotypes Aero-Pap-Hly and CNF-
Pap-Hly were found. These pathotypes are classically associated with urinary tract disease
in humans (18). In contrast, these pathotypes were not encountered in avian isolates,
suggesting that chickens were not acommon sourceof £. coli responsible forurinary tract
infections in humans.

The prevalence of certain pathotypes recognized to be associated with avian
diseases, such as Aero-Pap-TSH and Aero-TSH was then examined. These virulence
factors are characteristic of avian F. coli isolated from disease (16, 23). Althoughisolates
from lesions and the backs of diseased and healthy birds frequently belonged to these
pathotypes, only two human isolates belonged to these same pathotypes. Therefore, it was
concluded thatavian isolates belonging to these two pathotypes represent alow risk of
association with human disease, at least in the human isolates examined.

Certain pathotypes, such as Aero, Aero-Pap and Pap, were common to both
human and avian isolates, buthave notbeen associated with any particular disease. Except
for Aero, these pathotypes were found in similar or higher frequency inisolates from the
backs of healthy birds than in isolates from lesions, suggesting that these isolates may not
be highly pathogenic. Nevertheless, theseisolates, as well as the negative isolates, could

represent asource of infection forhumans. To more definitively examine this possibility,
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further characterization of the isolates was required.

Oserotyping. Intypeableisolates, particular O groups were mostly associated
with either human or avian isolates (Table 3). For example, serotyping confirmed thatmost
verotoxigenicisolates were Q157 and that this serogroup was not found in avian isolates.
The most prevalent O group in human extra-intestinal isolates was O1 and mostof the O1
isolates belonged to the pathotypes Aero-Pap-Hly or Pap-Hly which were not encountered
in avian isolates.

The O groups most frequently recovered from lesions of cellulitis and airsacculitis
in chickens were 02 and Q78 as previously reported (10, 24). Noneofthe human isolates
belonged to the 078 serogroup, but some of the human isolates belonged to the 02
serogroup. Isolates of this latter serogroup have been reported to be involved in urinary
tractinfections inhumans (18, 36). However, in this study, the avian O2 isolates did not
possess the same virulence factors as the human O2 isolates.

Overall, the avian and human isolates belonging to the same O group did not
possess the same virulence factors. Most of the serotypable avianisolates of the Aero
pathotype belonged to different serogroups than the human isolates of the same pathotype,
and many of the avian Aero isolates belonged to the O78 serogroup, which was not
encountered in the human isolates. Nevertheless, since many of the isolates were not
typable, amore definitive analysis of the genotypic profile of the isolates was required to

distinguish the avian from the human isolates.

Pulse Field Gel Electrophoresis. PFGE profiles were obtained for a total of 59
cellulitis isolates, 43 airsacculitis isolates and 88 human isolates. A large genotypicvariety
was observed among the isolates, probably because of the high discriminatory power of
the PFGE technique (Figure 1). Many authors havereported that PFGE permits a greater
discrimination between isolates than other techniques such as phage typing, ribotyping, or
random amplified polymorphic DNA (RAPD) (3, 15,21, 33). Inone study, showing
relationships between 0157 E. coli isolates, PFGE was much more discriminatory then

phage typing, the diversity index, Simpson’s D, being higher for PFGE than for phage



36
typing (20).

According to the criteria of Tenover et al. (34), 3 categories of genotypic and
epidemiologic relatedness were established. The first category consisted of
indistinguishable isolates which showed the same number of bands on electrophoresis gels
and the corresponding bands were of the same size. On the dendrogram, the isolates of
this category had asimilarity coefficient higher than 95%. The second category consisted
of possibly related isolates which showed a difference of two to six bands on
electrophoresis gels. Theisolates of this category had asimilarity coefficient of between
86% and 95% onthe dendrogram. Isolates having asimilarity coefficientof 85% orless
were considered different and consisted of those that demonstrated more than 7 band
differences on gel electrophoresis. Only two avian isolates with asimilarity coefficientof
higher than 85% as compared to the human isolates were found. However, thesetwo avian
isolates did not possess the same virulence factors as the human isolates with which they
were clustered. No other avianisolates demonstrated any relatedness to any of the human
isolates. Most of the E. coli 0157 isolates belonged to the same cluster on the
dendrogram, supporting other studies which had established that isolates of this O group
were a single conserved pathogenic clone (5,39). Similarly, E. coli 078 avianisolates
belonged to only 3 clusters, supporting the finding that isolates of this O group are clonaly
related (9). Alloftheavian E. coli O2 isolates belonged to the same cluster which was
differentto those of thehuman O2 isolates. In contrast, Achtman and collaborators (1)
reported that O2 isolates from diseased humans and animals belonged to thesame clonal
group, as demonstrated by a biochemical characterization. These differences may be

explained by the greatest discriminatory power of the PFGE.

Conclusion. Overall, this study showed that isolates from airsacculitis and cellulitis
lesions inbroiler chickens were differentto £. coli isolates originating from sick humans
sampled during the same period and in the same geographical area as the avianisolates,
based on the examination of phenotypic and genotypic characteristics. These results
suggest that avian isolates recovered from cellultis and air sacullitis possess Very fewofthe

attributes required to cause diseases in humans. Itis also concluded that isolates from
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cellulitis and airsacculitis do not represent a greater hazard than isolates from the back of

healthy birds.
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TABLE 3. O serogroups of human and avian Escherichia coli isolates

No. of human isolates No. of avian isolates
O group Intestinal Extra-intestinal Cellulitis Airsacculitis
n=55 n=36 n=96 n=46
01 0 6 1 0
02 3 1 9 -
07:0147 0 0 4 1
09 1 3 1 0
021 0 1 1 1
025:0147 3 1 | 4
045 0 0 5 0
078 0 0 21 16
0131 1 1 1 0
0157 24 3 0 0
OTHER” 15 15 32 8
NS’ 3 1 12 7
NT* 2 4
AUTO? 1

?O Serogroups with weak prevalence:04,04:018, 05, 06, O8, 08:075, 012, 015,
016, 018:023, 020, 21:045, 023:053, 034, 035:0101, 041, 044, 068, 069, 070,
071, 071:0114, O75, 082, 083, 084, 085, 086, 088, 0101, 0102, 0103,
0109:0119, O111, O117, 0119, 0120, 0120:0147, 0123, 0133, 0140, 0150,
0158, 0159, 0161, 0169, 0170.

®Isolates with none specific agglutination.

“Isolates that showed no agglutination for tested serogroups.

“Isolates that showed auto-agglutination.
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FIGURE 1. Representative dendrogram derived from genotypic profiles of human and
avian Escherichia coli isolates. PFGE profiles were compared with each

other by using the Dice similarity coefficient.
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Lacellulite et]’ aérosacculite sont présentement les deux pathologies, toutes deux
causées par Escherichiacoli, retrouvées le plus fréquemment sur les chaines d’abattage
de poulets a griller au Québec. Puisque les risques, pour 1’humain, associés ala présence
de cette bactérie dans ces 1ésions sont méconnus, I’ Agence Canadienne d’Inspection des
Aliments (ACIA) maintient des politiques sévéres quant 4 la disposition des carcasses
atteintes. Bien que ces politiques séveres soient appliquées d’abord dans un but de
protection de lasanté publique, elles entrainent aussi des pertes économiques importantes
pour I'industrie aviaire. Ainsi, il devenaitimportant d’évaluer le risque, pour la santé
humaine, associé ala présence d’ E. coli sur laviande de poulet afin d’ajuster les politiques
de condamnation des carcasses présentant des lésions de cellulite et d’aérosacculite.

Unerelation clonale entre des souches aviaires et humaines d’E. coli a déja été
suggérée (1, 35). Cependant, ces études étaient basées sur différentes méthodes de
caractérisation plus ou moins discriminatoires. Lors de notre étude, nous avons utilise deux
méthodes de caractérisation phénotypiques (la sérotypieet ]’ antibiorésistance) et deux
méthodes génotypiques (les sondes génétiques et]’électrophorése a champs pulsés) pour
caractériser les isolats humains et aviaires d’F. coli. Parmi toutes les méthodes de
caractérisation, 1’électrophorése a champs pulsés se démarque par son pouvoir
discriminatoiresupérieur aux autres méthodes de caractérisation utilisées (8,101, 104,

173).

1. Antibiorésistance des souches humaines et aviaires d’Escherichia coli

Larésistance aux antibiotiques estun phénomeéne d’actualité qui concerne autant
lamédecine humaine que la médecine vétérinaire. Ainsi, il devenaitévident qu’unvoletde
cette étude devait porter sur I’antibiorésistance pour évaluer la possibilité que les souches
aviaires d’E. coli soient une source de résistance aux antibiotiques pour les souches
humaines.

Bien qu’il existe plusieurs études portantsur]’antibiorésistance des souches aviaires
ouhumaines d’E. coli, il est difficile de comparer les résultats de cette étude avec d’autres
puisque le choix etI’emploi des antibiotiques différent d’un pays ou d’unerégional'autre.

Néanmoins, il a été observé que, de fagon générale, les isolats aviaires provenant delésions
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de cellulite et d’aérosacculite, présentent plus derésistance aux antibiotiques que les isolats
humains (Table 1). Le plus fort pourcentage de résistance observé chez les isolats aviaires
pourraits’expliquer par la vasteutilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire autant
pour le contrdle des maladies que comme agent de croissance (17, 168). En médecine
aviaire, les antibiotiques utilisés pour la supplémentation alimentaire sont labacitracine de
zinc etlavirginiamycine tandis que I’ampicilline, le chloramphénicol, les tétracyclines, la
néomycine, les nitrofuranes, la gentamicine, I’acide nalidixique, la polymyxine B, la
spectinomycine, lastreptomycine etles sulfamidés peuvent étre employés pour le traitement
de diverses infections. La virginiamycine étant reconnue comme pouvant créer une
résistance croisée avec les macrolides (206), certains auteurs ont pu ainsi expliquer le fort
pourcentage de résistance des souches aviaires a1’ érythromycine (macrolides). Les forts
pourcentages de résistance observés contre la tétracycline, la spectinomycine et les
sulfamidés chez les isolats aviaires pourraient aussi s’ expliquer par I'utilisation de ces
antibiotiques dans les €levages.

La résistance aux antibiotiques testés est de type plasmidique et donc plus
facilement transmissible que la résistance chromosomique. Ainsi, puisque lesisolats aviaires
sontplus résistants aux antibiotiques que les isolats humains, cecisuggere qu’il y auraiteu
peu detransmission de plasmides de résistance entre les isolats aviaires et humains, et donc
peu de contact entre ces deux populations d’ . coli. Ces résultats ne sont pas enaccord
avec d’autres études ayant suggéré que les isolats aviaires pourraient représenter un
réservoir de résistance aux antibiotiques pour les isolats humains d’E. coli (86, 191).

Lesrégles d’hygiéne qui sont de plus en plus appliquées par les consommateurs
dans la préparation des aliments pourraient possiblement expliquer le peu de contact
existant entre les populations aviaires ethumaines d’ . coli. Cependant, les travailleurs de
|’ abattage et dela transformation dans I’ industrie avicoles ainsi que les vétérinaires, parle
biais de leurs activités professionnelles, seraient beaucoup plus exposés aux populations
bactériennes animales. D’ailleurs, une étude a démontré que les isolats d” £. coli, provenant
des matiéres fécales de vétérinaires en médecine de population, possédent des patrons

d’antibiorésistance similaires & ceux des animaux qu’ils traitent (19).
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2. Facteurs de virulence présents chez les souches humaines et aviaires
d’Escherichia coli
Escherichiacoli étantun habitant de lamicro-flore intestinale normale, seulement
un nombre limité d’ isolats sont pathogénes. Pour pouvoir initier une pathologie chezun
héte, ces isolats pathogenes doivent posséderun ou des facteurs de virulence. Ainsi, dans
cette partie de 1’ étude nous avons voulu vérifier si les isolats aviaires possédaient les mémes
facteurs de virulence que les isolats humains afin de pouvoir juger du potentiel de

pathogénicité des isolats aviaires pour la santé humaine.

2.1 Prévalence des facteurs de virulence

Bien que lamajorité des isolats humains etaviaires d’ £. coli isolés dans notre étude
soient positifs & plus d’un des facteurs de virulencetestés, la prévalence des facteurs de
virulence pris individuellement donne de précieuses informations qui nous permettent de
mieux cerner I’association de certains de ces facteurs avec certaines conditions
pathologiques. (Tableau IV de I’annexe 1).

Il a d’abord été remarqué qu’ aucun isolat aviaire deI’étude ne possédait les genes
pour la production de 1’une ou I’autre des toxines testées. Ces résultats supportent la
majorité des études portantsur la production de toxines par des souches aviaires d’. coli .
En effet, bien que certaines études aient démontré la production detoxines par des isolats
aviaires d’E. coli (54,200), généralement, I”expression de tels facteurs de virulence ne
semble pas étre déterminante pour le développement de la colibacillose aviaire (18, 145,
195). Cependant, une étude a démontré qu’une vérotoxine (VT2y) était fortement
associée avec la virulence des souches causant le syndrome de la téte gonflée (144).
Puisque45% des isolats humains del’étude étaient positifs 4 au moins une des toxines, il
a été déduit que la production d’une ou de plusieurs toxines étaitun critere de virulence

important pour qu’une souche d’E. coli puisse causer une pathologie chez I’humain.

L’intimine (Eae) n’était présente chez aucune des souches aviaires provenant des
1ésions. Par contre, quelques isolats, provenant probablement de contamination fécale

croisée et isolés sur les dos de poulets sains etatteints de cellulite, possédaient ce facteur
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devirulence. Puisquel’intimine semble étre un facteur de virulence important pourla
pathogénicité des isolats humains d’ origine intestinale, les bactéries isolées du dos des
poulets pourraient représenterun plus grand risque pour la santé humaine que les isolats
provenant des lésions. Dans le méme ordre d’idées, les isolats provenant du dos des
poulets atteints et des poulets sains, exprimaient lefimbriae P dans une proportion similaire
ou une plus grande proportion que les isolats des Iésions, indiquant a nouveau que les
isolats provenant des dos de poulets pourraient constituer un risque aussi important pour
la santé.

Le facteur de virulence Tsh semble aider E. coli a causer la cellulite et
’aérosacculite puisqu’il était plus fréquent dans les isolats provenant des lésions.
Contrairement a ce qui est indiqué dans la littérature, Tsh a été retrouvé dans les isolats
provenant de la contamination fécale retrouvé sur le dos des poulets (114). Quoiqu’ilen
soit, ce facteur de virulence était trés peu fréquent chez les isolats humains de I’ étude.
Cependant, il serait intéressant de regarder’homologie entre le Tsh des souches humaines
de notre étude et une autre protéase des IgA, la Hbp (140), déja retrouvée chez une
souche humaine pathogéne d’E. coli. En effet, des études préliminaires ont démontré un
fort pourcentage de similarité entre la Tsh aviaire et cette Hbp (Dozois 1999,
communication personnelle).

Tout comme le rapporte lalittérature, I”aérobactine semblait étre le principal moyen
de captation du fer qu’utilisaient les isolats humains de cette étude (136). Cependant, on
a observé que I’hémolysine était exprimée plus fréquemment chez les isolats extra-
intestinaux que chezles isolats intestinaux. Ces observations suggérent que la production
d’hémolysine serait le moyen le plus efficace pour la captation du fer lorsque labactérie se

retrouve hors du tractus intestinal.

2.2 Prévalence des pathotypes

Lamajorité des isolats de I’ étude possédaient plus d’un des facteurs de virulence
testés. Les différentes associations defacteurs de virulence ont donc été vérifiées. Les
pathotypes ainsiobservés donnent des informations plus précises quanta la possibilité que

des souches aviaires infectent I’humain (Table 2).
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2.2.1 Pathotypes humains

Plusieurs pathotypes étaient retrouvés chez les isolats humains, mais seulement
quelques-uns démontraientune prévalence notable. Chezles isolats humains d’origine
intestinale, seulement 4 pathotypes retenaient |’ attention soit Aéro-Eae, VT2-Eae, VT1-
VT2-Eaeet Aéro. Les isolats de pathotype Aéro-Eae représentaient probablement les
souches EPEC (107), alors que les isolats de pathotypes VT2-eae et VT1-VT2-eae
incluaient probablement les EHEC (107).

Chezlesisolats d’origine extra-intestinale, les pathotypes les plus prévalent étaient
ceux possédant le fimbriae P (Pap) seul ou en association avecles toxines Hly et/ou CNF
ouavecaérobactine. Les souches présentant lefimbriae P en association avec les toxines
Hly et CNF sont souvent impliquées dans les pathologies du tractus urinaire et donc
appartiennent aux UPEC (70, 87). Bien qu’effectivement plusieurs de nos isolats d’origine
urinaire faisaient partie de ces pathotypes, plusieurs isolats sanguins présentaient les mémes
combinaisons de facteurs de virulence, suggérant que la localisation urinairefaisait suite a
une bactériémie transitoire ou encore que ces isolats pouvaient étre responsables de

septicémie.

2.2.2 Pathotypes aviaires

Aucun des isolats aviaires ne présentait les pathotypes caractéristiques permettant
delesrelier avec les EPEC, EHEC ou UPEC retrouvés dans I’ échantillonnage humain.
Ainsi, ceci donnait une autre indication a I’effet qu’il est peu probable que les isolats
aviaires constituent une source de ces E. coli pathogénes pour I’humain.

Les deux pathotypes les plus caractéristiques de pathologies aviaires retrouveés dans
I’ échantillonnage étaient ceux présentant le facteur de virulence TSH. Cette hémagglutinine
estde plus enplus associée & la virulence des souches aviaires d’ £. coli (114). Defagon
générale, les pathotypes Aéro-Pap-TSH et Aéro-TSH étaientretrouvés autant dans les
lésions de cellulite et d’ aérosacculite que chezles isolats provenant des dos de poulets sains
et atteints. Quoi qu’il en soit, ces pathotypes étaient trés peu prévalent chez les isolats
humains. Donc, une fois de plus, il semble peu probable que les isolats aviaires de ces

pathotypes puissent représenter une source de contamination pour I'humain.



54

2.2.3 Pathotypes communs

Pour certains pathotypes, retrouvés a la fois dans I’échantillonnage humain et
aviaire, il était difficile de statuer sur la virulence puisqu’ils ne présentaient pas de
combinaison caractéristique de facteurs pouvant nous permettre de conclure a une
pathogénicité quelconque. Le pathotype Aéro-Pap, bien qu’il était retrouvé chezles isolats
humains et aviaires, se retrouvaitsur les dos de poulets sains dans des proportions similaires
ou méme supérieures a celles des lésions. Alors, méme si les isolats aviaires de ce
pathotype avaient la possibilité de contaminer I"humain, it a été suggéré que les isolats de
lésions de cellulite et d’ aérosacculite ne représenteraient pas un risque plus élevé queles
isolats présents chezles oiseaux sains qui seretrouvent sur le marché dela consommation
humaine. Les isolats de pathotype Pap, quant a eux, n’étaient retrouvés que dans
I’échantillonnage humain et le dos de poulets. Toujours selon le mémeraisonnement, les
isolats provenant de dos de poulets pourraient donc représenterun risque plus élevé pour
la santé humaine que les isolats de lésions.

Les isolats n’exprimant que le facteur de virulence Aéro étaient ceux qui
semblaientdemanderune plus grande investigation puisque ce pathotype était retrouve
autant chez les isolats humains qu’aviaires. De plus, dans I’échantillonnage aviaire, ce
pathotype était plus prévalent dans les lésions que sur le dos des poulets, suggérantque ce
pathotype était associé aune certaine virulence. Cette virulence ne pouvant étre expliquée
que par la seule présence de I’ aérobactine, on peut soulever I’hypothése que d’autres
facteurs doivent intervenir pour expliquer le pouvoir pathogéne de ces isolats.

Certaines bactéries ne possédaient aucun des facteurs de virulence testés
(Négatifs). Bien que lenombre de ces isolats était plus élevé dans le groupe des isolats
provenant des dos de poulets, il semblait souhaitable de procéder dune caractérisation plus
approfondie de ces isolats, caril est possible que ces souches possedent des facteurs de

virulence non-testés dans cette étude ou encore des facteurs jusqu’a présent inconnus.

3. Sérogroupes des isolats humains et aviaires d’ Escherichia coli
Bien que plusieurs autres méthodes de caractérisation soient beaucoup plus

discriminatoires, la sérotypie fututilisée pour vérifier la présence de certains sérogroupes
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classiques qui caractérisent soit les isolats humains ou aviaires. Un fort pourcentage
d’isolats ne pouvait étre rattaché a "un ou I autre des sérogroupes testés, ce quia limite
d’autant’utilité de la sérotypie et conséquemment notre investigation avec cette méthode
de caractérisation.

Lesérogroupe le plus fréquemment retrouvé chez les isolats humains était 0157
(Table 3). Evidemment, la majorité des isolats de ce sérogroupe étaient d’origine
intestinale et pouvaient étre classifiés dans les EHEC. Cependant, trois des isolats sanguins
étaient 0157 suggérant la possibilité du développement d’une bactériémie dans le cas du
syndrome hémolytique eturémique. Aucun des isolats vérotoxigéniques n’appartenait aun
sérogroupe autre que O157 par contre, trois des isolats 0157 intestinaux ne produisaient
pas de vérotoxines. Peu d’études rapportent ce phénomene (135). Cependant, uneétude
rapporte que la capacité de produire les vérotoxines n’est pas essentielle a la pathogénicité
des souches O157:H7 chez le porc infecté expérimentalement, suggérant que d’ autres
facteurs contribuent a la virulence de ces isolats (188). Aucun des isolats aviaires
appartenait au sérogroupe O157. Eneffet, ce sérogroupe semble tres peu prévalent chez
les isolats aviaires d’E. coli (31, 85). Pour sa part, le sérogroupe O1 était le plus
prévalent chez les isolats d’origine extra-intestinale, particulicrement ceux isolés desang et
d’urine. Bien quelamajorité des isolats O1 humains étaient positifs pour la production
d’hémolysine, toxine absente chez tous nos isolats aviaires, deux de ces isolats présentaient
des pathotypes pouvant étre retrouvés chez des isolats aviaires (Aéro-Pap et Pap).
Puisqu’un des isolats de cellulite était O1 et que ce sérogroupe est caractéristique des
souches SEPEC et MENEC, une caractérisation plus précise semblait justifiée.

Tout comme le rapportent plusieurs publications, les sérogroupes les plus
fréquemment retrouvés chez les isolats aviaires de cette étude étaient 02 et 078 (37, 116,
145). Lamajorité des isolats aviaires (78%) de sérogroupe O78 étaient aussi de pathotype
Aéro. Puisque le sérogroupe O78 n’ était pas retrouvé chez les isolats humains de cette
étude, la possibilité que des isolats aviaires de pathotype Aéro et de sérogroupe 078 soit
une source de contamination pour I’humain, semblait donc moindre. Quelques sérogroupes
étaient retrouvés a la fois chez les isolats aviaires et humains, notamment les sérogroupes

02, 09 et 025:0147. Cependant, les isolats aviaires de cellulite et d’aérosacculite
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présentant ces sérogroupes appartenaient a des pathotypes peuretrouvés chez les isolats

humains de ces mémes sérogroupes.

4, Analyse des profils génotypiques des isolats d’Escherichia coli

Bien que les autres méthodes de caractérisation utilisées dans cette étude
indiquaient déjaun faible risque, pour I’humain, associé aux souches aviaires d’ . coli,
1’électrophorése a champs pulsé a permis de le confirmer. De plus, cette méthode de

caractérisation a permis de vérifier certaines allégations retrouvées dans la littérature.

4.1 Analyse des profils génotypiques des isolats humains

Les différentes relations génétiques existant entre les isolats humains de cette étude
ont d’abord été étudiées. Ainsi, lafigure2 (Annexe 2) présente le dendrogramme obtenu
4 partir des profils génotypiques des isolats humains d’origineintestinale et extra-intestinale.
Les isolats de sérogroupe 0157 sesontavérés regroupés auseind’'un méme groupe avec
des pourcentage de similarité élevés, démontrant a nouveau que les souches de ce
sérogroupe appartiennent aun clone bien défini (203, 204). Toutefois, deux isolats O157
vérotoxinogeénes n’étaient pas associés aux autres isolats de ce sérogroupe. De plus, les
trois isolats O157 non-vérotoxinogénes démontraient des pourcentage desimilarité plus
élevés avec des souches n’étant pas O157.

Un certain regroupement fut observé entre les isolats intestinaux de méme qu’entre
les isolats extra-intestinaux de telle sorte qu’il est possible de déduire que les isolats
intestinaux sont génotypiquement différents des isolats extra-intestinaux. Il a été observé
queles deux seuls isolats de sérogroupes O 16 avaient été regroupés ensemble, suggérant
également la possibilité d’une relation clonale entreles isolats de ce sérogroupe. Uneétude
a d’ailleurs déja fait état de la possibilité de ce type de relation entre les isolats de ce
sérogroupe en utilisant cependant des méthodes de caractérisation moins discriminatoire

(189).
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4.2 Analyse des profils génotypiques des isolats aviaires

Tout comme pour 1’ échantillonnage humain, cette étude a démontréune grande
diversité génotypique au sein des isolats aviaires (Figure 3 del’annexe2). Cette diversite
s’ explique par le grand pouvoir discriminatoire de la technique d’électrophorése a champs
pulsés.

1l a été observé que les isolats aviaires avaient tendance & se regrouper selon la
provenance de |’échantillon. Cette observation est probablement le reflet de la nature
distincte de ces deux populations de bactéries. Eneffet, la cellulite, étantune pathologie
localisée, les bactéries qu’ on y retrouventseraient génétiquement différentes de celles qu’on
isole dans les lésions d’aérosacculite, une pathologie du tractus respiratoire et des séreuses.
Ces résultats supportent les conclusions d’une autre étude ayant démontré que les isolats
provenant de lésions de cellulite appartenaient a des clones similaires aux autres APEC,
mais que certains clones étaient spécifiques aux lésions de cellulite (130).

Tout comme le rapporte une étude de Chérifi et collaborateurs (35), unerelation
clonale entre les isolats de sérogroupe O78 fut observée ala différence toutefois que dans
cette étude, ce sérogroupen’a pas été retrouvé chez les isolats humains. Dans cette étude,
les isolats de ce sérogroupe sont regroupé au sein de trois clones distincts. Deux deces
clones sont de pathotype Aéro et étaient reliés ensemble. Un groupe d’isolats non-typables
ou non-spécifiques a lasérotypie étaitassocié  ces clones. Letroisieme clone O78 n’était
pas relié aux deux autres et les isolats qui le composaient étaient de pathotype Aéro-Tsh.
Chacun de ces clones semblaient spécifique a I'une ou I’autre des pathologies aviaires.

Les isolats aviaires de sérogroupe O2 se sont majoritairementregroupés dans le
méme clone, supportant ainsi les résultats d’un autre projet de recherche portantsur ce

sérogroupe (1).

4.3 Analyse des profils génotypiques des isolats aviaires et humains

Puisque cette étude portait sur le risque, pour I’humain, associé aux souches
aviaires d’E. coli, 1a principale information a vérifier était la présence de liens génétiques
entre les isolats de ces deux espéces. Les profils génotypiques des isolats humains

d’ origine intestinale ont été comparés avec ceux des isolats aviaires d une part, et les isolats
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humains d’origine extra-intestinale avec ceux des isolats aviaires d’autre part.

Afin d’établir le pourcentage de similaritéa partir duquel on considérait deux isolats
comme étant possiblement reliés, le présent projet s’ estbasé surune étude de Tenover et
collaborateurs (184). Ainsi, selon les critéres de cette étude, trois catégories derelations
génotypiques et épidémiologiques ont été établies. La premiere détermine les isolats
identiques qui, sur le dendrogramme, correspond 4 un pourcentage de similarité de plus de
95%. Ladeuxiéme catégorie détermine les isolats étant possiblement reliés et correspond
aun pourcentage de similarité se situant entre 86% et 95%. Finalement, les isolats ayant
un pourcentage de similarité de 85% et moins ont été considérés comme non-reliés.

Lafigure 4 (Annexe 2) présente le dendrogramme comparant les isolats humains
d’origine extra-intestinale et les isolats aviaires provenant des Iésions de cellulites et
d’ aérosacculite. Puisquelesisolats provenant des 1ésions de cellulite et d’aérosacculite
sont d’origine extra-intestinale tout comme le sont les isolats humains provenant
d’échantillons d’urine, desang, de pus ou debiopsie de foie, la possibilité que ces deux
groupes d’isolats soient reliés semblait plus probable. I1a été observé que seulementun
isolataviaire de lésions de cellulite était génétiquement similaire a plus de 85% avecun
isolatsanguin humain. Cependant, malgré leur fort pourcentage de similarité (94%), ces
deux isolats (HS-69, 025:0147, Nég. et AC-5, 083, Aéro-Tsh-Pap) ne présentaient pas
les mémes sérogroupes etne possédaient pas les génes codant pour les mémes facteurs de
virulence.

Surle méme dendrogramme, il a été observé que les isolats humains n’étaient pas
strictement réunis au sein d’un méme groupe, mais formaient plutot quelques regroupements
auxquels se rattachaient des isolats aviaires, suggérant que les isolats humains d’origine
extra-intestinale ne constituent pas un clone bien défini lorsque mis en association avec ces
isolats aviaires. Contrairementa ce qu’arapporté Achtman et collaborateurs (1), aucune
relation clonale n’a été observée entre les isolats aviaires ethumains de sérogroupe O2.
En effet, I’ étude de ces auteurs montrait que les isolats aviaires et humains d’'un méme

groupe clonal ne pouvaient étre distingués que pas leur contenu plasmidique.
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La figure 5 (Annexe 2) présente le dendrogramme comparant les profils
génotypiques des isolats humains d’origine intestinale avec ceux des isolats aviaires de
1ésions de cellulite et d’aérosacculite. Deux isolats aviaires delésions de cellulite ont des
coefficients desimilarité de plus de 85% avec une souche humaine, donc sont possiblement
reliés. L’unede ces associations (HI-11 et AC-68) sefait entre des isolats desérogroupe
et de pathotype différents. Cependant, I’ autre association (HI-28 et AC-23) sefaitentre
un isolat humain O2 et un isolat aviaire non-spécifique a la sérotypie, mais de méme
pathotype, soit Aéro. Puisquela présence d’ aérobactine ne peut a elle seule expliquerla
virulence d’ unesouche, il serait intéressant d’approfondir la caractérisation de ces isolats
de pathotype Aéro en recherchant la présence d’autres facteurs de virulence.

L’ensemble des résultats obtenus par I’analyse et la comparaison des profils
génétiques des isolats aviaires et humains aura donc permis d’établir que les souches d’ .
coli isolées chez ’homme sont distinctes de celles isolées chez le poulet. Ces résultats
supportent les conclusions d’une autre étude, utilisant 1a technique d’ électrophorese a
champs pulsé, qui a démontré que les isolats intestinaux aviaires étaient différents des isolats

provenant de féces d’enfants vivant en relation étroite avec ces animaux (92).

5. Conclusions

Parune caractérisation des isolats aviaires ethumains d’ £. coli, il a été déterminé
que ces deux populations étaient distinctes. Il estdonc permis de conclure que le jugement
post-mortem des carcasses atteintes doit étre reconsidéré compte tenu du faible risque
pour I’homme associé a la présence de ces isolats dans les 1ésions de cellulite et

d’aérosacculite.
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Figure 2. Dendrogramme fait a partir des profils génotypiques des isolats humains
d’ongine intestinale (HI) et extra-intestinale (HU: urine, HS: sang, HF : foie, HP:
pus)d’ Escherichiacoli. Les profils génotypiques étaient comparés entre eux
en utilisant le coefficient de similarité de Dice.
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Figure3. Dendrogramme fait 4 partir des profils génotypiques des isolats aviaires (AA:
aérosacculite, AC: cellulite) d’ Escherichia coli. Les profils génotypiques

étaient comparés entre eux

en utilisant le coefficient de similarité de Dice.
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