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RESUME: Une collection de 383 souches d’Escherichia coli pathogenes aviaires d’origine belge ont été
étudiées par hybridation sur colonies a I'aide de sondes spécifiques pour des adhésines fimbriaires ou
afimbriaires (F17, F18, S <Sfa/F1c>, Cs31a, Afa-8, Intimin <Eae>) identifiées a partir de souches d’E. coli
intestinales, urinaires ou invasives ainsi qu'a l'aide de sondes spécifiques de I'aérobactine (IutA) et de I'ad-
hésine fimbriaire P, de souches d’E. coli urinaires ou invasives de mammiféres et d'oiseaux. Trois cents six
souches (79,8 %) sont positives pour la sonde IutA, 70 souches (18,3 %) sont positives pour la sonde P, 27
souches (7 %) sont positives pour la sonde F17A, 26 souches (6,7 %) sont positives pour la sonde AfaE-8,
23 souches (6 %) sont positives pour la sonde AfaD-8, 16 souches (4,1 %) sont positives pour la sonde S
et 4 souches (0,1%) sont positives pour la sonde Eae. Aucune souche n’hybride avec les sondes F18 et
Cs31la. Parmi les souches F17 positives, dont 'opéron est localisé sur le chromosome, 74 % des souches
possedent le variant F17A-c, 7,4 % des souches possedent le variant F17A-a, 3,7 % les variants F17A-a et
F17A-c, 11,1% le variant F17A-d et 3,7 % des souches n’étaient pas typables. La localisation de I'opéron
afa-8 est lui aussi chromosomique. Parmi les souches positives pour cette adhésine, 85 % étaient positives
par PCR pour la présence du gene afaD-8. Parmi les souches positives pour la sonde Eae, toutes posse-
dent le variant béta.

Une analyse des profils génétiques par champs pulsé montre que les souches d’E. coli pathogenes
aviaires sont assez hétérogénes. Cependant, une relation peut étre établie entre les profils de restriction et

la présence de facteurs de virulence spécifiques.

INTRODUCTION

Lacolibacillose, associée aux souches
d’'Escherichia coli pathogenes
aviaires (APEC) est une maladie qui
affecte le plus souvent les poulets de
chair et dont les signes cliniques
(mortalités embryonnaires, troubles
respiratoires (dyspnée, toux, jetage),
boiteries, chute de ponte) et Iésions
peuvent étre variés: omphalite, septi-
cémie, ovarite, salpingite, arthrite.
Différents agents biologiques sont
susceptibles de favoriser les infec-
tions de la volaille par les souches
APEC: le virus de la bronchite infec-
tieuse, le virus de la maladie de
Newcastle ou de Gumboro,
Mycoplasma gallisepticum; mais

aussi des facteurs non-biologiques
comme des teneurs trop éevées en
ammoniac ou en poussiére dans les
élevages (Stordeur et Mainil, 2002).
Bien que souvent considérés comme
pathogénes secondaires, les souches
APEC sont responsables de pertes
économiques qui peuvent parfois étre
considérables. Certains sérogroupes
ont été plus particuliérement asso-
ciées aux souches APEC: Oy, O, €t
Oz (Dozois et al., 1992); toutefois,
de récentes études ont montré I’ émer-
gence d autres sérogroupes (Og, O1s,
Oug, Oss, Ogg, O109, O115 and Oys6)
(Babai et al., 1997; Blanco et al.,
1998; Dho-Moulin et Fairbrother,
1999).

Différents facteurs de virulence ont été
décrits et associés aux souches APEC.
Parmi ceux-ci, on peut citer les fim-
briae de type 1 et de type P, le systéme
de captation du fer (aérobactine)
(Lafont et al., 1987), I'hémagglutina
tion liée a la présence de la protéine
Tsh et la résistance au sérum (Dho-
Moulin et Fairbrother, 1999). D’ autre
part, de récentes études ont montré
pour lapremiérefois que desadhésines
fimbriaires telles que F17 et afim-
briaires telles que Afa-8, décrites sur
des colibacilles présents chez des
mammiféres comme le bovin, le mou-
ton, le porc ou I"homme sont aussi pré-
sentes chez lavolaille et associées aux
souches APEC (Stordeur et al., 2002).
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Les objectifs de ce travail étaient
d’étudier dans une collection récente
de souches aviaires belges d’'E. coli
isolées d’ animaux morts de colibacil-
lose, la prévalence respective des fac-
teursde virulence et de caractériser de
facon plus approfondie les souches
positives pour les adhésines F17 ou
Afa8.

MATERIEL ET METHODES

Collection de souches

Une collection de 383 souches
aviaires d'E. coli (182 souches iso-
|ées de poulets de chair, 107 souches
isolées de poules pondeuses, 13
souches isolées de dinde, 4 souches
isolées de faisan, 77 souches sans
anamneése) isolées en Belgique de cas
d’animaux morts de colibacillose en
2002 et 2003 a été étudiée.

Sondes génétiques et hybridation
sur colonies

Les sondes F18 et Cs31A furent déri-
vées par restriction enzymatique de
plasmides recombinants et les sondes
F17, B S, Eae, Aérobactine (IutA) et
AfaE-8 apartir d'un produit de PCR.
Les sondes F17, F18, P et S détectent
toutes les séquences connues rel atives
a I'opéron f17-, f18-, pap/prs- et
sfa/foc- respectivement (Bertin et al.,
1996a; Johnson, 1997 ; Mainil et al.,
1997; Le Bouguénec and Bertin,
1999; Mainil et al., 2000). Les
souches témoins positifs sont les
souches 25KH9 (F17+) (Lintermans
et al.,, 1988), 107/86 (F18+)
(Imberechts et al., 1994), J96
(Pap+Sfat) (Blum et al., 1995).

Les sondes IutA, Cs31A et AfaE-8
sont spécifiques de génes particuliers
qui font partie des opérons iut, clp et
afa-8 (Martin et al., 1991; Bertin et
al., 1996b ; Lalioui et al., 1999). Les
souches témoins positifs sont les
souches 31A (lutA+) (Cs31A+)
(Martin et al., 1991) et la souche
239KH89 (AfaE-8+) (Mainil et al.,
1997; Gérardin et al., 2000). La
sonde Eae détecte tous les variants du
géne eae (Adu-Bobie et al., 1998;
China et al., 1999b; Oswald et al.,
2000). La souche témoin positif est la
souche entéropathogene (EPEC)
E2348/69 (Eaet) (Jerse et al., 1990).
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La souche contréle négatif pour
toutesles sondes fut lasouche HS iso-
Iée de matiéres fécales d’'un humain
sain (O'Brien et al., 1982).

Les différents fragments sondes
furent purifiées par lekit Geneclean Il
(Bio 101, Buena Vista, CA, USA) ou
par le Qiaquick PCR purification kit
(Qiagen, Hilden, Germany) et mar-
quées a1’ aide de [a-P] dCTP par la
méthode d’amorcage aléatoire a
I"aide d'un kit de marquage (Ready-
to-go, Pharmacia, Uppsala, Sweden).
Les sondes d ADN marquées furent
purifiées al’ aide de colonnes de type
Microcon-YM30 (Millipore, Beverly,
MA, USA).

Les hybridations sur colonies furent
réalisées sur papier filtre (Whatman
541, Belgolabo, Overijse, Belgium) a
65°C (Mainil et al., 1997).

Sous-typage des souches F17A,
Afa-8 et Eae positives

Les souches F17A+, AfaE-8+ et Eaet+
furent étudiées plus en détails afin
d’identifier les variants génétiques
codant pour ces adhésines.

Les souches F17+ furent sous-typées
par PCR multiplex pour lesvariants a,
b, c, et d du gene f17A, lequel code
pour la sous-unité majeure du fim-
briae (Bertin et al., 1996b). Les
souches témoins positives furent les
souches 25KH9 (variant fl7Aa)
(Lintermans et al., 1988), S5 (variant
f17Ab) (EI Mazouari et al., 1994),
31A (variant f17Ac) (Bertin et al.,
1996q), et 111KH86 (variant f17Ad)
(Bertelset al., 1989).

Les souches AfaE-8+ furent testées
par sondes et par PCR pour le gene
afaD-8 et confirmées par PCR pour le
gene afaE-8, qui codent respective-
ment pour une invasine et une adhé-
sine (Lalioui et al., 1999). La souche
témoin positif est la souche NTEC
239KH89 (Mainil et al., 1997;
Gérardin et al., 2000).

Les souches Eaet furent sous-typées
par PCR multiplex pour les variants
a, B et y du géne eae. Les souches
témoins positives sont la souche
EPEC E2348/69 pour le sous-type a,
la souche EPEC RDEC-1 pour
le sous-type b et la souche O157:
H7 entérohémorrhagique (EHEC)

ATCC43888 pour le sous-type y
(Chinaet al., 1999a).

Hybridation de profils
plasmidiques

Etant donné queles opéronsfl7 et afa-
8 peuvent étre a locaisation plasmi-
dique chez lesE. coli isolés de mam-
miféres (Mainil et al., 1997; 1999; Le
Bouguénec et Bertin, 19; Gérardin et
al., 2000), I’ADN plasmidique a été
extrait des souches F17A+ et AfaE-8+
selon la méthode décrite par Kado et
Liu et modifiée par Broes et collabora
teurs (1988). Les bandes plasmidiques
furent séparées par électrophorése sur
gel d’ agarose 0,5% (20 heures a40V).
Les marqueurs de taille sont les plas-
mides extraits de la souche d’'E. coli
39R681: 98, 42, 23,9 et 4,6 Mda
(Mainil et al., 1997). Les gels furent
extraits et hybridés, comme décrits
précédemment (Broes et al., 1988),
avec les sondes F17 et AfaE-8. Les
plasmides contr6les furent extraits des
souches NTEC 648S89 et 1649S89
pour les sondes F17A et AfaE-8, res-
pectivement (Mainil et al., 2000;
Gérardin et al., 2000).

Etude des profils génétiques par
champs pulsés

La méthode d’ extraction et d’ analyse
des profils génétiques est basée sur
I"article de Tenover et collaborateurs,
1995. Brievement, I’ADN total de 15
souches porteuses des opérons f17 et
afa-8 fut extrait et digéré pendant une
nuit a37°C al’aide de |’ enzyme Xbal
(Invitrogen, Merelbeke, Belgium).
Les produits de la digestion ont été
déposés dans un gel d agarose a 1%
spécia pour champs pulsé (Biorad,
Nazareth, Belgium) pour une migra-
tion de 21 heures dans du tampon
TBE 0,5M. Les paramétres de la
migration sont les suivants: voltage
6V/cm, switch time de 2 a 20
secondes, angle de 120°, ramping fac-
tor de 1,379. Le marqueur detaille est
le lambda ladder (Biolabs, New
England). Une souche de Salmonella
spp. fut ajoutée au gel pour déraciner
le dendrogramme. Les résultats de la
migration furent analysés par le logi-
ciel Biogene (Vilber Lourmat,
France), le pourcentage de confiance
pour I"analyse du gel est de 3%.



Tableau I: Combinaison de sondes chez les 365 souches d’ Escherichia coli aviaires positives par hybridation sur colonies

Résultats d’ hybridation

Nombre de souches positives

(total de 365 souches)

Pourcentage de souches positives

|UtA

P-1utA

P

AfaE-8/F17A

S

Eae
P/IutA/F17A/AfaE-8
S/IutA

P/IutA/S

P/IS
F17A/AfaE-8/P
F17A

259
37
22
20

PNNWWSADIMO

Tableau |1: Facteurs de virulence associés aux souches F17A+ étudiées par champs pulsé.

70.9 %
10,1 %
%

55 %
22 %
1%
1%
<1 %
<1 %
<1 %
<1 %
<1 %

N°
Souches Champs Espece  F17A AfaE-8 AfaD-8 Pap Aérobactine
pulsé

BE2465 1 B + i ¥ + +
BE2492 2 B + i + + +
BF2249 6 PP + + + + +
PF38 15 ND + + + + +
P912 16 PP + + + + -
BG1832-1 5 B + + + + -
BF172 7 2 + 4 + - I
BF2275 8 P + + + - +
AP16 13 PP + + + - +
BG3183 14 PP + + + = +
01AP778 g PP W i i - i
9501AP103 10 PP i i i - i
BH1510 18 PP + + - - +
BF2248 4 PP + + = = +
BH543 17 ND + - - - +
Salmonella spp. 11 / / / / / /

PP correspond a ‘ Poule Pondeuse’, P correspond a ‘ Poulet’

RESULTATS

Sondes génétiques et hybridation
sur colonies

Trois cent soixante cing des 383
souches de la collection d' E. coli
(95,3%) ont donné un résultat positif
avec au moins une des sondes F17A,
AfaE-8, P, S, IutA et/ou Eae, mais
aucune avec les sondes F18 et Cs31A.

Trois cent six souches ont donné un
résultat positif avec la sonde IutA
(79,8%), 70 souches (18,3%) avec la
sonde P, 27 souches (7 %) avec la
sonde F17A, 26 souches (6,7 %) avec

et ND correspond a ‘Non Défini’.

la sonde AfaE-8, 16 souches (4,1%)
avec la sonde S et 4 souches (0,1%)
avec la sonde Eae (tableau I).

Sous-typage des souches positives
avec lessondes F17A, Afa-8 et Eae

Les 27 souches F17A positives furent
sous-typées par PCR multiplex pour
lesvariantsa, b, c, et d du gene A: 20
souches (74 %) étaient positives pour
le variant f17Ac, 2 souches (7,4%)
pour le variant f17Aa, 1 souche
(3,7%) pour les variants f17Aa et
f17Ac, 3 souches (11,1%) pour le
variant f17Ad et 1 souche (3,7 %)

n'était pas typable. Aucun résultat
positif n'a été obtenu pour le variant
F17b.

Les 26 souches AfaE-8 positives ont
été confirmées par PCR pour la pré-
sence du gene afaE-8. Par ailleurs,
toutes ces souches étaient positives
avec la sonde AfaD-8 alors que la
PCR montrait que seulement 85 % de
ces souches (23 souches) amplifiaient
le géne afaD-8.

En ce qui concerne le sous-typage du
gene eae, les résultats ont montreé que
I’ ensembl e des souches possédaient le
variant 3.
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Association defacteursde
virulence

Différentes associations entre facteurs
de virulence ont été observées chez
71 souches issues du groupe des 365
souches positives par hybridation sur
colonies (tableau 1). La combinaison
entre les sondes P et 1utA (37 souches
soit 10,1%) était plus fréquemment
rencontrée en association avec les
sondes F17A et AfaE-8 pour quatre
souches et avec la sonde S pour 3
souches.

L'association des sondes F17A et
AfaE-8 était la seconde association la
plus fréquente (20 souches a savoir
5,5%), en association avec les sondes
P et IutA chez 4 souches et avec la
sonde P chez 2 souches. Les autres
associations représentaient moins de
1% chacune (tableau I).

Hybridation des profils
plasmidiques

L’ ADN plasmidique fut extrait des 27
souches d'E. coli positives avec la
sonde F17A et des 26 souches posi-
tives avec la sonde AfakE-8. Cet ADN
fut ensuite hybridé avec les sondes
F17A et AfaE-8 respectivement.
Aucun résultat positif ne fut obtenu
excepté pour les plasmides extraits
des souches contrdles positifs.

Etude des profils génétiques par
champs pulsés

L’ ADN total fut extrait de 15 souches
d’'E. coli positives pour |I'adhésine
F17A (tableau I1). L’analyse du profil
de migration montre que les souches
sont divisées en 4 groupes principaux
(figure 1).

Au sein du premier groupe constitué

B 1 o W e O T g =
T

de 6 souches (champs pulsés 1, 2, 5,
6, 15, 16) I’ éément commun, outre la
présence des génes codant pour I’ ad-
hésine Afa-8, est la présence des
genes codant pour |’adhésine de type
P. En outre, les souches (5 et 16) se
détachent du reste du groupe mais ne
peuvent étre rapprochées entre elles
malgré leur pathotype commun
(figure 1).

Le second groupe est composé de 5
souches (champs pulsés 4, 9, 10, 13 et
14) négatives pour |'adhésine P mais
positives pour |’ aérobactine et | adhé-
sine Afa-8. Au sein de ce groupe, on
constate la présence d’'une souche
plusisolée (champs pulsé 4) qui cor-
respond a la souche négative pour la
présence du gene afaD-8. Le troi-
siéme groupe n’ est composé que de 2
souches (champs pulsés 7 et 8) sans
caractére particulier si ce n'est I'ab-
sence d hybridation avec la sonde P.
Enfin, le dernier groupe composé lui
aussi de 2 souches (champs pulsés 17
et 18), se caractérise par la présence
de souches positives pour |’ aérobac-
tine mais négatives pour les facteurs
de virulence P et AfaD-8 (figure 1).

DISCUSSION ET
CONCLUSIONS

Il a été démontré que les souches
APEC sont responsables d'infections
systémiques chez la volaille. Or, sur
base des facteurs de virulence classi-
quement décrits chez ces souches tels
que les adhésines de type F1 ou de
type P, le sérotypage, le systeme de
captation du fer tel que I’ aérobactine,
larésistance au sérum ou |’ hémagglu-
tination liée au géne tsh, il n’est
actuellement possible que de diagnos-
tiquer environ 65% des souches

|
=)

B

Figure 1: Dendrogramme des souches d'E. coli pathogeénes aviaires positives avec la sonde F17A.
L’ axe des ordonnées correspond aux différentes souches testées et |’ axe des abscisses, au pourcentage d’ homologie

entre les différentes souches.
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APEC; ce qui reste décevant.

Des études menées par Gérardin et
collaborateurs en 2000 et Mellata et
collaborateurs en 2001 sur quelques
souches d’'E. coli aviaires irlandaises
et algériennes et une étude récente
menée par Stordeur et collaborateurs
en 2002 sur une collection de 1600
souches APEC, ont montré que des
facteurs de virulence tels que les
adhésines F17, Afa-8 et S ains que
des ségquences relatives au géne eae,
décrits chez d'autres espéces comme
le bovin, le mouton ou I’homme pou-
vaient aussi étre rencontrés chez les
souches APEC.

Les résultats de cette étude menée sur
des souches APEC belges sont simi-
laires & ceux de Stordeur et collabora-
teurs en 2002 quant a la présence des
facteurs de virulence tels que F17A,
Afa-8, P, S et Eae. D’une maniére
analogue, la présence de séquences
génomiques similaires al’ aérobactine
confirme les données exposées par
Lafont et collaborateurs en 87 et par
Dho-Moulin et Fairbrother en 1999.

Le sous-typage des adhésines F17 et
Afa-8 montre la présence de sous-
variants similaires & ceux retrouves
chez d'autres especes. Le variant
f17Ac est le plus fréguent des sous-
variants F17A et seul I’ opéron afa-8 a
€été mis en évidence chez les souches
aviaires belges comme décrit précé-
demment (Bertin et al., 1996b; Le
Bouguénec et Bertin, 1999; Gérardin
et al., 2000; Mainil et al., 2000;
Stordeur et al., 2002). Différents
auteurs (Mainil et al., 1997; 1999;
2000; Gérardin et al., 2000) avaient
mis en évidence la possible localisa-
tion plasmidique des opérons f17 et
afa-8 chez lesmammiféres. Lesrésul-
tats obtenus avec des souches APEC
belges confirment les données de
Stordeur et collaborateurs en 2002 sur
lalocalisation chromosomique de ces
facteurs de virulence.

Une souche F17A est non typable;
ceci pourrait suggérer que cette
souche soit porteuse d’un nouveau
variant de ces genes comme d’ autres
I’ont déja suggéré (Bertin et al.,
1996hb; Stordeur et al., 2002). Une
souche possédait deux sous-variants,
ceci suggere la présence de deux
copies de I'opéron f17 comme déja



décrit précédemment (Bertin et al.,
1996b).

Quatre souches APEC furent posi-
tives avec la sonde Eae, dérivée du
gene eae. Ce gene, codant pour lapro-
téine intime, fait partie de I'llot de
pathogénicité LEE (Locus of
Enterocyte Effacement) présent chez
les souches EPEC et EHEC et est
impliqué dans la formation de la
lésion d attachement et effacement
des microvillosités des entérocytes
(Nataro and Kaper, 1998). Le sous-
typage de ces souches par PCR
montre qu’elles possedent le variant
b, résultats similaires a la mgjorité de
ceux obtenus sur les souches EPEC et
EHEC isolées de mammiféres ou de
volaille (China et al., 1999a; Oswald
et al., 2000; Goffaux et al., 2000;
Stordeur et al., 2002).

Des associations entre genes de viru-
lence ont été observées parmi les
souches APEC d’'origine belge. Les
associations les plus fréqguemment
rencontrées sont entre I’ aérobactine et
le fimbriae de type P d’'une part, et
entre les adhésines F17 et Afa-8

d’autre part comme |'ont déja
constaté Stordeur et collaborateurs en
2002 dans leurs travaux et par Mainil
et collaborateurs en 97 et 99 sur des
souches NTEC2 isolées de bovins.

Des associations génétiques ont été
observées par analyse des profils
génétiques par champs pulsé. De ces
analyses, il ressort que les souches
d’'E. coli pathogénes aviaires sont
hétérogénes. Cependant, cette analyse
montre aussi que les souches possé-
dant les mémes profils génétiques
correspondent aux souches ayant les
mémes facteurs de virulence comme
le démontre encore récemment De
Brito et collaborateurs en 2003 sur
des souches APEC isolées d’ animaux
morts de coli-dermatite.

D’une maniére générale, ces diffé-
rents résultats de typage moléculaire
montrent une importante diversité au
sein des souches APEC en matiére de
facteurs de virulence. Cette diversité
devra nécessairement étre prise en
compte dans I’ éaboration d'un futur
vaccin efficace contre ces souches.
D’autre part, de meilleures connais-

sances des roles éventuels de certains
facteurs de virulence (adhésines F17
ou Afa-8) dans la pathogénie de la
colibacillose, permettront |’ élabora-
tion de vaccins plus efficaces qu’ ac-
tuellement.
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