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A la réunion Accouvage organisée par Chéne Vert Conseil

Escherichia coli au centre
de toutes les attentions...

La bactérie E. coli élait l'invilée d'bonneur début décembre

de la réunion organisée par Chéne Vert Conseil a Uintention

des professionnels de laccouvage. Voies de contamineation,
nouvelles techniques d'identification, bilan des résultats d'essais

concernant Futilisation des autovaccins...

Nombre d'E. coli isolés Hombee IE. coli PFFGE

Repro atlcind de salprgis 300 178
Ecounilions cioacix 1063 33
Possing mons & 17 216 203
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raramaines bioch
migues hépatioues
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. coli est un pathogéne bien

conmu en production de poulets

de chair, en tant que principal

responsable des salpingites et

péritonites observées en repros
et aussi de la monalité enregistrée au
démarrage. Parmi les hypothéses for-
mulées i son sujet, les cus de salpingite
chronigue représenteraient un risgue
potentiel de fransmission verticale et
augmenteraient de maniere significa
tive la mortalité & 7 jours.

Le ¥ Louise Ladefoged Poulsen de
I"Universite de Copenhague (Danermark )
o purticipé & une dude visant i éudier
L tramsmission verticale " E coff an sein
de 1a filigre danodse. Plusicurs troupeaus
de reproducteurs ont ginsi E¢ suivis d'un
point de vue bactériologique de la se
maine 20 & 60, ansi que lear production
dreeuts & couver au couvodr € la popu-
Laticm de: puoussins au cours de ka premicre
semaine d'Elevage. Soit au otal 595 re-
Pros mots, 2ER0 deouvillons cloacaux
riéialiss i conrviolr of 426 possins mos
durant la période de 'essai. Les B, coli
Bolés ont fait I objet d"un sérotypage par
la technigue de |'élecirophorése en
champ pulsé {cf. encadné),

Conclusion
de I'étude

L observation des résulials a mis en
Evidence une similitude entre les E. coli
1solés sur les salpingites des reproduc-
leurs etceus isolés au couvoir el sur les
poussins de chair en élevage, éayant
1"hypothése de la trnsmission verticalke,
Parallélement, "analyse des données a
révéld ume voie de comtamination hori-
zontale pendant la phase de I'éclosion.
D apnis bes donndes de 1'électrophonise
en champ pulsé et de latechnigue du
muliségquengge (MLST), il semblerait
que certains séroty pes solent davantage
ass0ciés an niveau des |ésions sur les re-
productenrs, et d autres plutdt sur le
poussin dun jour. « Dans le cadre de
noire éide, ce sont les sémivpes ST 95
21 8T 131 qui énziens les plus impligends
ahut poninat el vise e B prithologie et de lo
transanission verticale », précise Louise
Ladefoged Poulsen, Au regard des
conchisions de cete Sde, cotie demictne
s'intermoge @ « Est-al possibile o ideniifier »

= [ex poriles anteintes de salpingite ohro-
itique el de les éliminer afin d'éviter
gt elies ne fransmetfent lesE.coli d leur
progénifure ? Peut-om éviter I Irans-
mtizsiom horizeomiale d'E coli dans
{"éclasoir ? O bien traiier les possing
v jonr gvec un probiotigue 7 =

E. coli le plus identifié
en routine

Depuis 2013, la spectroméirie de
muasse Maldi-Tof {of . encadné ) est uti-
lisée par le laboratoire Bio Chéne Vert
pour I"identification des micro-orga-
nismes (hactéries, levures et moisis-
sures ) i partird organes dintérét. Au-
Jourd i, les 11 labomstoines de Finalab
emploent cetle méthade en routing vis-
-vis d une trentaine de cibles Maldi,
dont E, coff, soit plus de 3000 identi-
fications effectudes par mois {1 30Gour)

« Lin specive de masse contient plus
de 200 pics moléculaires qui corres
ondeni d de petifes prolfdines exprindes
par fa bactérie, son enipreinte digiinle
et quelgue sorte =, explique Frédéric
Bourgeon, directeur scientifique de Bio
Chéne Vert. L algorithme o dentifica-
tion va comparer le spectre expérimen
tal avec kes spectres de référence de la

e [F Loulse
Ladefoged Poulsen
deMUniversité

deCopenhague
[Danemari) : = Wous
avans observé dans
e codve de notre
drude ume simliitude
anire les . coll Isolds
suT ks salpingites
des reproducteurs et
e ialds au souveir
£t surles poussing
dechairen éleoge,
dtaynt Mypathise
delo tronsmission
verticale ».

n théorique

La méthode MALDI-TOF...

La méthade MALDI 2 = Accélération des = Comparaisan du
conduit & laformation  proténes chargées spacire expérimental
d'un nuaga de pro- dans un champ alec- aver une base de don-
téines chargées électri-  frique haute tension. nées de spectres de &
quement. L'analyseur 3 = Séparation des férence conduisant &
appelé TOF (TimeOFf protéines selon lewr I'identification du gemme.

Flight, temps de vol)
separa ces protéines
el masure leur temps
d'arrivée & un détactaur,
L'analyse se découpe
en plusieurs étapes:
1=Tirs laser sur des
bactéries preduisant un
nuage de protéines. T,

dépendant).

base de données, Cette demiére est
composée de la base de données Bruker
mise & jour tous les ans (2461 espéces
recensces i laguelle s ajoute L base de
données interne Bio Chéne Ven, éaa-
lerment nnise i jour réguliérement.

Au regard des résultats déjh accu-
mulés, E. cofi resson comme le germe
le plus identifié en routine (29 %), Des

temps de vol (masse

& = Datection du cou-
rant wngue.

E = Création d'un
spectre de masse,
carte d'identité molécu
laire de |a bactérie d'in

Ainzi, une colonia
bactérienne peut &tre
identifide en quelkjues
sacondas aprés com-
paraison de son em-
preinte mokscu e
avec une base de
données de germes
de référence.

chiffres néanmoins biaisés dans la me-
sure abl le laboratoire effectue systé
matiguemeni un antibiogramme aprés
avoir mis en Evidence un E, coli lors
du dingnostic (x2 'effectf).

Lis spectres de masse ohtenus sur £,
coli conticnnent pas moins de 250 pics
maléculaires qui se ressemblent et dont
la présence doit ére vénfiée dans les =
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Conseil, John E At-

Ceva, a fajt un point da
Ia situation concermant
les réavirus, amnipe-
sants dans |a filkere avi
cole. « Dindes, poulets et

20102011 jusgu'en
2013 air 'amivée d'un
vacoin Ceva (dew injec-
tions en élevage) a per-
mis de imiter 1 contami-
ration =, mentionne-til.
Le fait est que de nou
velles souches de réovl-
s (@&natypes Sigma C)
ont &té identifiées, met-

poules pandewses sont tant en éches les vac-
sensibles aux réovirus, si cins comventionnels (vi-
les maladies cliigues vants ou inactivés). En
sont rares, les infections Les réovirus sont sou-  revanche, Iutilisation
sont fréquentas », dé- vent assockes al'enté-  de vacelns autogénes
claretl. lis sont respane  rite (tidne dégradde, permat d"éviter la trans-
sables darthrte virale  animaux sales, entas- mission varticale &t
{syndrome le plus sés, chétifs, ébouriffés,  confére une prolection
connu), de malsbsorp- croissance rakentie] et & la descendance via
tion et dimmunosup- a laténosynovite, égale-  les anticorps matemels.
pression, - Ce sont des  ment appelée arthrite « Une actualisation des
virus falblement immu-  virale, en recrudescence  soushes ferrain est co-
nogénes, vold pourqual  depuls 2013, - Cela pendant necessaire pour
ilexiste peu de vacoins  commence par les joints  (a fabrication des vac-
les concernant =, de pattes pour remontar  cins autogénes d'autant
explque-tl, aux tendans que les demigres ana-
La transmission se fait  Mdchisseurs avec des lvses témoignent d'une
principalement par voie  confusions, des plaies, pius grande hedéroge-
verticale (de la poule des ceodmes sévires s,  NEiE des souches »,
au poussin via |"oeuf), précise-td, rapportetil.
et par vole respiratole. « A Etats-Unis, paral- Par ailleurs, les rsovi-
Il existe beaucoup de lelement & lintensifica- s associés & larthite
souches de réovirus, tian e ks production, virale contiruent d'éve-
d'antigénes et de patho-  une augmentation des ti-  luer mais restent can-
fypes mais la plupart tres de réovirus & été ob  tonnés & trois catégo-
sont non pathogénes. sevvde dans kes anndes  fies serologiques.

= souches dinérét, « Foeraller plus loin
dans fa caraciérisation des souches
d"E. coli, moids avons mis én place une
sirmiéeie pinloprotéomigue permena
de rechercher les pies moldecdaires dif-
Jéventiels « indigue-t-1l. Le laboratoire
s"est ainsi focalisé sur la présence de
biomarqueurs  différenticls et la
consruction de dendogrammes de clas-
sification & partir des données de dis-
tribution des pics moléculaires.

Mais « afin de pouvedr comyparer les
hartéries E.coli enire elles (groupes et
sous-getnpes) et dens e tenips. il falle
e préaduble normaliser au meimum
fat culsure f pélose, durée, lempératire),
fia prréperration de ['échumiilion {quan-
fité de maiériel biologigue, exiraction
Tiguide ), les acquisitions Maldi-Tof
{mméthode o ‘aeguisition, calibration,
il de dépirs et o acquisitions prar
dlépdit, controle de o qualité des spec-
tres), i recherche e Biomargueurs (lo-
giciel expert, alipnement des spectres,
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conparson ave les souches de réfé-
rence) », détaille-t-il. De cetie fagon,
on obtient des spectres de masse trés
répétables triss reproductibles.

Cette méthode est moins sensible
gue les méthodes type PRGE et MLST
dont la sensibilité est de cing daltons
mais elle permet de repérer une difté-
rence entre deux pics de | "ondre de 27
daltons, ce qui correspond & la permu-
tation d"un nucléntide.

Un génome

d'une grande plasticité

Lilisée dans le cadre d’une étude
menée sur 568 souches d'E, coli, oette
méthode a permis de meitre en évi-
dence différents Maldi-types (plus
d'une dizaine). Arrivent en &te le
02K (269) suivi de OTEKRD(139).
A noter la grande diversité de Maldi-
types parmi les E. coli non typables,
A sein d'un méme Maldi-type., les

« Frédéric Bourgeon,
directourscientifique
de Bia Chine Yart:

w Afin de powvair
comparer ies
baetéries £ coll
enireelles ef dans
letemps, il o fafiu oy
préakable normaliser
o maximum
lreulture,

o préparation

de Péchantifon, les
oequisitions MALDI-
TOF et da recherche
de hiomargueurs =

s Le D Erle Thibault
[Bievac):

o« Lechoixdes
souches veccinales
ot e fo farmulation
de I'sutovacein sont
impartants

pour maximiser ia
protection homalogue
#t hétéralogue intrg-
sirotype »,

souches présentent en revanche une
forte homologie concernant les 250
pics muléculaires (95 %). « Le Maldi-
rypeage différencie de s souches hétém-
foguees ef dowing des résulnats iréy en-
venrageanty dens UCaide d o sélection
des souches autovaccingles » signale
Frédéric Bourgeon,

Le laboratoire dispose aujourd hui
de 1000 sovches d'E. coli Maldi-ty-
pées et de 300 biomargueurs mals se
limite velontairement i 2530 biomar-
queurs, spchant gque pour une souche
distincte, il existe plus de marqueurs
différentiels que de pics moléculaires.
Le pénome de la bactérie E. coli fait
en effet preuve d'une prande plasticité,
il comprend en moyenne 4 700 genes
dont sculement 2000 sont communs
aux différents £, coli. En tout, 10000
genes différents ont éé identifids.

Le laboratoire 4 testé de nombreuses
autres espoes bactériennes via la tech-
nigue Maldi-Tof { Mycoplasma Syao-
vige, Pasievrelln imulioctda, Salmonella
sp, ORT, Stapfevlococcus aurews...),
toutefiois « I'gnilve plnioprotéomigre
ne permel s teagours de différencier
les sopches s, précise-i-il,

Efficacité des autovaccins
contre E. coli

Apreés cette mise i jour des tech-
nigues d'identification, le ¥ Eric Thi-
hault (Biovac) a fait un hilan des
connaissances acquises sur la patho-
génicité de la bactérie E coli et des pé-
sultats/conclusions d'essais poriant sur
"utilisation des autovaccins E. coli fa-
hrigués par le laboruoine Biovac. « La
virudence d'une souche E. coli n'est
pas lide au séronpe ei la virlence
d'vme souche F, coli pothogéne est liée
i ha dose infectante », rappelle-t-il.

Par ailbeurs. une &ude walisée en 2011
wmonird que « {autoveccin confie au
s Insie ol e peide vaccinge o ex-
cellentes protections homologue et hé-
térmlogne intra-séroripe, Uinensivd de
la provection étant proportionnelie &
{intensité dle I'éprenve » Enrevanche,
pas de protection avérée lorsque la
souche d'épreuve e la souche vaccinale
somt de sérotypes différents, ce qui a éé
confirme par la suite.

Dies essais réalisés courant 201 3 ont
mis en évidence que la protection des
poussins éclos en fin de ponte est iden-
tique a celle des poussins éclos en
début de ponte.

En 2015-2016, le laboratoire Biovac
acherché dans le cadre de ses éudes i
wugmenter le nombre de sérotypes dé-
tectés et i dvaluer plus largement la pro-
tection croisée entre souches de méme
sérofype. Le laboratoire a par ailleurs »

*Témoignages”

» Frangois Landals, [ » Mohammed Salek, vétérinaire
vétérinaire dans le Sud-Ouest, i au Maroc, a évoqué la rapidité
a relaté les evénements mar- | a laquelle le virus HIN2 FP
quants de la premiére épizootie ! s'est deployé dans son pays & partir
d'Influenza aviaire HSN1 HP alors ! de fin 2015 et vis-avis duque!
méme que | 'épizootie HSNS HP i il a été décidé de recourir
venait de démarrer. ll a insisté i 4 la vaccination
sur l'importance des préléve- i dés février 2016 (poules repros,
ments, de fa réactivité et de 'omogenéité i poulets de chairet poules pondeuses).
1

des mesures pour éviter la diffusion du virus.

= festé de nouveauy prototypes d ato-
vaceins, en I'occurrence les nouvelles
formulations F320 et FA50. Ces travaux
ant montré 1inportance du choix des
souches vaccinales et de la formulation
dhe I st acein pour mavimiser la pro-
tection homolorue e héérologue intra-
sérotype. Ainsi, « les souches dofvens
éire isofées en culture pure o orgones
lésésvoire de moelle osseuse, eilesdoi-
VERT GPOGFTERIT GIY Sérohipes cibles,

drve choistes parmi e s Moldi-repes do-
miinands et posséder des génesd intérét,
« "est i dive codant ponr des sructures
antigénicques »,détaille-t-il.
Auregard des résuliats d'essais, la
protection passive du poussin de chair
(souche standand) est amélionée avec
Lt formulation F350 companée i la ver-
sion classique F123, et a priori égale-
ment avec la formulation F320, Cente
derniére a par ailleurs permis d'amé-

liorer la réponse sérologique des repro-
ducteurs de filikre ccufs de consomma-
tion, = News allens maintenant pour-
suivre les investigations sur les nou-
velles formulations F320 ef F350 et
Hous dtéresser plus particullérement
d la durée de la provection passive du
powussin -, u annoncé Erie Thibault.

E. colin’a décidément pas fini d"in-
téresser vétdérinaines et chercheurs... e

C'est désormais possible :
la mesure permanente de
I'ammoniac dans le batiment

Y Big Dutchman
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